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Das humane Hepatitis B Virus (HBV) zeichnet sich durch eine enge Wirtsspezifität und einen 
ausgeprägten Lebertropismus aus. Diese Eigenschaften werden überwiegend von den frühen 
Schritten der Infektion bestimmt. So produzieren Maushepatozyten mit stabil integriertem 
HBV-Genom zwar infektiöse Viren, können selber aber nicht infiziert werden. Das Fehlen 
eines infizierbaren Zellkultursystems war lange Zeit limitierend für die Erforschung der 
frühen Infektionsschritte. Die zellulären Rezeptoren, die an der HBV-Aufnahme oder der 
Membranfusion beteiligt sind, konnten bislang noch nicht identifiziert werden. Erst die 
Entdeckung, dass die differenzierbare Hepatomzelllinie HepaRG mit HBV infiziert werden 
kann (Gripon et al., 2002 73), ermöglicht es, den Aufnahmemechanismus von HBV zu 
untersuchen. In Infektionskompetitionsversuchen können nun virale und zelluläre Proteine auf 
ihre Beteiligung an den frühen Schritten der Infektion getestet werden. In Experimenten mit 
rekombinant hergestellten HBV-Partikeln zeigten Le Seyec et al., dass Deletionen von 5 
Aminosäuren innerhalb der ersten 77 Aminosäuren der preS1-Domäne des L-
Oberflächenproteins zum Verlust der Infektiosität führten110. Durch Infektions-
kompetitionsversuche konnte ein inhibitorisch aktives, synthetisches Peptid identifiziert 
werden, das nur die Aminosäuren 2 bis 48 umfasst und an Glycin-2 myristoyliert ist (Gripon 
et al., 2005 68).  
Neben der Etablierung von biochemischen Methoden zur Identifizierung des zellulären HBV-
Rezeptors, war es das Ziel dieser Arbeit, diejenigen Aminosäuren zu bestimmen, die für die 
inhibitorische Aktivität des HBVpreS/2-48myr-Peptids verantwortlich sind. Hierfür wurde ein 
E. coli-Expressionsystem etabliert, das die Herstellung von rekombinanten HBVpreS-GST-
Fusionsproteinen mit Deletions- und Punktmutationen erlaubt. Durch die Coexpression der 
Hefe-N-Myristoyltransferase (NMT) konnte eine in vivo Myristoylierung der Fusionsproteine 
erreicht werden. Das HBVpreS-GST-Fusionsprotein inhibierte die Infektion bei nanomolaren 
Konzentrationen. Es besitzt daher eine vergleichbare Aktivität wie das synthetische 
HBVpreS/2-48myr-Peptid. Die Bestimmung der HBV-Infektionsinhibitionsaktivität von 
verschiedenen preS-Fusionsproteinmutanten zeigte, dass Deletionen innerhalb der 
Aminosäuren 21 bis 48 zwar Einfluss auf die Aktivität des Peptids haben, aber nicht zu einer 
vollständigen Inaktivierung führen. Deletionen innerhalb der Aminosäuren 11 bis 21 dagegen 
führten zum vollständigen Verlust der Inhibitionsaktivität. Innerhalb dieses Bereichs konnten 
drei hochkonservierte Aminosäuren identifiziert werden (Aminosäuren 11, 12 und 13), die für 
die Inhibitionsaktivität von HBVpreS/2-48myr unersetzlich sind. Der Austausch nur einer 
dieser Aminosäuren führte zum vollständigen Verlust der Inhibitionsaktivität. Diese 
Ergebnisse legen nahe, dass eine Resistenzentwicklung gegen das antivirale HBVpreS/2-
48myr-Peptid über die Variation dieser essentiellen Aminosäuren unwahrscheinlich ist und 
dass das Peptid einen sensiblen frühen Schritt des viralen Lebenszyklus hemmt. Acylierte 
preS1-Peptide stellen somit eine neue, rekombinant herstellbare Klasse von HBV-
Aufnahmeinhibitoren dar, die in der Behandlung einer akuten und möglicherweise auch einer 












The human Hepatitis B Virus (HBV) is characterized by a narrow host range and a strict liver 
tropism. These traits seem to be determined predominantly by the early infection events. 
Mouse hepatocytes with a stably integrated HBV genome can produce Dane particles, 
although the cells themselves are not infectable. Insights into early infection events have been 
hampered by the lack of an infectable cell culture system. To date no cellular receptor 
mediating HBV uptake or viral membrane fusion with the cellular membranes could be 
identified. Meanwhile the human hepatoma cell line HepaRG can be rendered susceptible by 
the experimental induction of a differentiated state thereby allowing the analysis of early 
infection events (Gripon et al., 2002 73). In an infection competition assay, viral and cellular 
proteins now can be tested for their involvement in early infection processes. Le Seyec et al. 
demonstrated that HBV particles lose their infectivity by the introduction of five amino acid 
deletions within the first 77 preS1 amino acids of the L surface protein110. Infection 
competition studies led to the identification of a synthetic peptide inhibitor68 comprising the 
preS1 amino acids 2-48 and being myristoylated at glycine 2 (HBVpreS/2-48myr, Gripon et 
al., 2005). 
Besides the establishment of biochemical methods for the identification of a cellular HBV 
receptor, the aim of this study was to determine the amino acids responsible for the inhibitory 
activity of the HBVpreS/2-48myr peptide. Therefore an E. coli expression system was 
established that permits the production of recombinant HBVpreS-GST fusion proteins with 
deletion- and point-mutations. The in vivo myristoylation of the fusion proteins could be 
achieved by coexpressing the yeast N-myristoyltransferase (NMT). Comparable to the activity 
of the synthetic HBVpreS/2-48myr peptide, the HBVpreS-GST fusion protein was active even 
at nanomolar concentrations. The evaluation of the infection inhibition activity of fusion 
protein mutants revealed that deletions within the amino acids 21-48 have an influence on the 
activity but are not sufficient to abrogate the activity of the peptide. Nevertheless, deletions 
within amino acids 11-21 lead to a complete loss of the inhibitory activity. Within this 
sequence, three highly conserved amino acids could be identified (amino acid 11, 12 and 13) 
which are essential for the inhibitory activity of HBVpreS/2-48myr. The exchange of just one 
of these amino acids resulted in a complete loss of the HBVpreS/2-48myr peptides ability to 
inhibit HBV infection. These results suggest that the development of resistance against the 
antiviral peptide HBVpreS/2-48myr via variation of these essential amino acids is unlikely. 
The peptide inhibits a vital and early step in the viral life cycle. Therefore, acylated preS1 
peptides represent a novel class of HBV entry inhibitors, that are easy to produce in a 
recombinant expression system and that might be effective in the treatment of an acute and/or 











Das humane Hepatitis B Virus (HBV) ist der prototypische Vertreter der Familie der 
Hepadnaviridae. Diese Gruppe umhüllter, partiell doppelsträngiger DNA-Viren zeichnet sich 
durch eine bemerkenswerte Wirtsspezifität und einen präferentiell auf die Leber 
ausgerichteten Gewebstropismus aus. Die verschiedenen Vertreter der Hepadnaviren können 
Primaten, Nagetiere und Vögel infizieren. HBV selbst ist außer für den Menschen als 
natürlichen Wirt nur noch für nahe verwandte Primaten, z.B. Schimpansen, Orang-Utan und 
Gorilla, infektiös7. Seine Übertragung erfolgt auf sexuellem oder  perinatalem, vor allem aber 
auf dem parenteralen Weg. In Folge einer HBV-Infektion kann es zu einer akuten und 
chronischen Infektion der Leber kommen. Dabei nehmen etwa 5-10% der Infektionen mit 
dem nichtzytopatischen Virus im Erwachsenenalter einen chronischen Verlauf. Deutlich 
höher liegt die Chronifizierungsrate mit 30% dagegen bei Kleinkindern. Bei Neugeborenen, 
welche die Infektion perinatal erworben haben, erreicht sie sogar 90%.  
Trotz eines verfügbaren Impfstoffes schätzt man die Zahl der chronischen Träger weltweit auf 
etwa 400 Millionen. Dabei bestehen große regionalen Unterschiede in der Verbreitung: 
 
 





während in Nordwesteuropa und Amerika ca. 0.1-1% der Bevölkerung chronisch infiziert 
sind, werden in Südosteuropa Raten von bis zu 8% und in endemischen gebieten in 
Südostasien, Zentral- und Südafrika, Südamerika und Alaska etwa 10-20% erreicht. 
Mit einer persistierenden HBV-Infektion steigt das Risiko, eine Leberzirrhose und als 
Folgeerkrankung Leberkrebs zu entwickeln, auf das ca. 100-fache an. Infolgedessen sterben 
jedes Jahr etwa 1 Millionen Menschen an HBV-assoziiertem Leberversagen194. Entsprechend 
sind die Folgen einer chronischen HBV-Infektion eine der Hauptursachen für 
Lebertransplantationen. Um die sofortige Reinfektion des Transplantats zu verhindern, 
werden dem Patienten hohe Dosen von anti-HBV-Immunglobulinen gegeben. Dieses 
Verfahren wird auch bei Neugeborenen zur Verhinderung einer vertikalen Übertragung von 
der Mutter auf das Kind angewendet. Die Therapie ist jedoch mit sehr hohen Kosten 
verbunden. Bewährt haben sich bislang zwei therapeutische Ansätze zur Behandlung einer 
HBV-Infektion. Die Behandlung mit Interferon-α, die unter anderem zelleigene 
Virusabwehrmechanismen stimuliert, jedoch zu starken Nebenwirkungen führt. Einen 
weiteren Ansatz stellt die Behandlung mit Nucleosidanaloga dar, die mit der Replikation des 
viralen Genoms in infizierten Zellen interferieren. Insbesondere die Medikamente 
Lamivudine und das seit kurzem auf dem Markt erhältliche Adefovir werden dabei seit 
geraumer Zeit verwendet. Problematisch bei der Anwendung dieser Medikamente ist jedoch 
die Entwicklung von resistenten HBV-Stämmen, insbesondere bei Lamivudine. In Phase 3 der 
klinischen Zulassungsstudie befindet sich das Guanosin Nucleotidanalogon Entecavir. Es 
scheint sowohl bei Wildtyp (WT) HBV-Stämmen als auch bei Lamivudine resistenten 
Stämmen wirksam zu sein39.  
Angesichts der noch immer horrenden Anzahl chronisch infizierter Menschen und den 
gesundheitlichen wie ökonomischen Folgen, besteht jedoch weiterhin ein hoher Bedarf, 
Therapeutika zu entwickeln, die gesunde Hepatozyten gegen eine Infektion zu schützen 
vermögen75, beispielsweise durch das Eingreifen in die frühen Schritte der Infektion. Solche 
Medikamente könnten durchaus auch das Potenzial haben, die Heilung einer chronischen 
HBV-Infektion zu bewirken. Eine genauere Kenntnis der bislang noch weitgehend 






1.2 Klassifizierung  
   
Die systematische Einordnung von HBV mit verwandten Viren anderer Primaten, Nagern und 
Vögeln in die Familie der Hepadnaviridae lässt sich durch Ähnlichkeiten in Wirtsspezifität, 
Organotropismus sowie durch einen gemeinsamen morphologischen und genetischen Aufbau 
rechtfertigen. Die Namensgebung dieser Viren spielt auf diesen Organotopismus (von hepar: 
gr. = Leber) sowie auf die Tatsache an, dass ihnen DesoxyriboNukleinSäure (engl. = DNA) 
als Träger der genetischen Information gemeinsam ist. Auf eine evolutionäre Verwandtschaft 
mit Para-Retroviren weist die Tatsache hin, dass das Genom mittels reverser Transkription 
über ein RNA-Intermediat repliziert wird58,158,208.  
 
Tab. 1: Übersicht über bekannte Hepadnaviren und deren Wirte. 
 
Taxonomisch unterteilt man die Hepadnaviridae in zwei Genera: die Orthohepadnaviren, die 
vorwiegend bei Säugetieren zu finden sind und die Avihepadnaviren, die Vögel als Wirte 
nutzen. Bekannte Vertreter dieser Gruppen sind in Tab. 1 aufgeführt. Bei HBV unterscheidet 
Orthohepadnaviren Wirt Erstbeschreibung 
Human Hepatitis B Virus  
(HBV)  
Mensch Dane et al., 1970 36 




Lanford et al., 1998 108 




Summers et al., 1978 211 





Marion et al., 1980 125 
Arctic Ground Squirrel 
Hepatitis Virus (ASHV) 
Wildes Arktisches Erdhörnchen 
(Spermophilus parryi kennicotti) 








Mason et al., 1980 128 




Sprengel et al., 1988 204 




Pult et al., 2001 173 
Grey Crowne Crane Hepatitis 
B Virus (CHBV) 
Grauer Kronenkranich 
(Balearica regulorum) 




man 8 HBV-Genotypen (Genotyp A-H) deren Nucleotidsequenzen per definitionem um 
mindestens 8% voneinander abweichen. Historisch bedingt ist eine Einteilung in verschieden 
Subtypen, die sich auf die verschiedenen Serotypen mit den antigenischen Determinanten a 
und q sowie den Determinantenpaaren d/y und w (1-4) /r bezieht. Die Spezifität der 
Determinanten wird von einzelnen Aminosäuren (As) bestimmt. Befindet sich an  Position 
122 im S-Protein ein Lysinrest, so handelt es sich um den Subtyp d, befindet sich dort ein 
Argininrest so handelt es sich um den Subtyp y. Im Fall des Determinantenpaars w/r ist die As 
160 im S-Protein entscheidend. Befindet sich dort ein Lysin, so handelt es sich um den 
Subtyp w, bei einem Arginin an dieser Position handelt es sich um den Subtyp r4,5,146,147. In  
Tab. 2 sind die Subtypen mit den jeweiligen Genotypen in Beziehung gesetzt.  
 
Tab. 2: Genotypen und korrespondierende Subtypen von HBV 
Genotypen 
 

















1.3 Die Genomorganisation von HBV  
 
Das Genom von HBV besteht aus einer teilweise doppelsträngigen, entspannt zirkulären 
DNA. Ungewöhnlich ist die Tatsache, dass die beiden Stränge der DNA nicht vollständig 
symmetrisch zueinander sind: während der (+)-Strang der DNA unvollständig ist und am 5` 
Ende eine Cap-Struktur trägt, ist der (-)-Strang vollständig und weist nur eine kleine Lücke 
zwischen seinem 5` Ende und seinem 3` Ende auf155,209. Die Zirkularität der DNA wird über 
die cohesive 5´ Enden der beiden Stränge bewahrt. An das 5´ Ende des (-)-Strangs ist die 
virale Polymerase über ihr terminales Protein (TP) gebunden61. Eine Besonderheit des nur aus 
3182 Basenpaaren bestehenden HBV-Genoms (Subtyp ayw), ist seine außergewöhnliche 
Kompaktheit. Erreicht wird diese durch das Überlappen der vier offenen Leserahmen 
(englisch: open reading frames (ORF)) in einigen Bereichen. Jedes Nucleotid wird daher in 
mindestens einem ORF zur Kodierung eines viralen Proteins genutzt, die Hälfte aller 
Nucleotide sogar in zwei ORFs140. Aber auch die Promotor und Enhancer-Elemente sowie das 
einzige Polyadenylierungssignal liegen eingebettet in die codierenden Sequenzen. Es ist daher 
erstaunlich, dass das Virus dennoch flexibel genug ist, sich einem Selektionsdruck z.B. durch 




Abb. 2: Schematische Darstellung der genetischen 
Organisation von HBV. Von außen nach Innen: 3,5 
kb lange, prägenomische RNA mit ε- 
Signalstruktur(en), subgenomisches 2,4kb preS1 
Transkript, 2,1kb preS2/S bzw. 2,13kb S RNA, 0,9kb 
X-RNA, partiell ds DNA Genom mit direct repeat 
Sequenzen DR1 und DR2 und am (-)-Strang kovalent 
gebundenens TP, Farbige Pfeile stehen für die vier 
HBV open reading frames (ORFs) (preC/C, P, 
preS(1)/ (preS2)/ S, (X)). (Bereitgestellt von S. 
Urban). 
 
Die folgenden vier ORFs sind im HBV-
Genom enthalten: preC/C, P, 
preS1/preS2/S und X. Daraus resultieren 
vier „Klassen“ genomischer und 
subgenomischer Transkripte deren 
Synthese von den vier Promotoren 
preC/C, preS1, preS2/S und X sowie zwei 
Enhancer-Elementen gesteuert wird190 
(Abb. 2). Sie kodieren für die viralen 
Proteine (i) Core (HBcAg) und Precore 
(HBeAg), (ii) die Polymerase, (iii) die drei 
Oberflächenproteine L (LHBsAg), M 
(MHBsAg) und S (SHBsAg) und (iv) das 
X-Protein. Die regulatorischen Elemente 
der preC/C und preS1-ORFs tragen über 
die Interaktion mit leberspezifischen 
Transkriptionsfaktoren zum Leber-
tropismus der Hepadnaviren auf der Ebene 
der Genexpression bei33,84,176. Der preC/C 
Leserahmen kodiert zum einen für das Capsidprotein (HBcAg), das sich zu Dimeren 
anordnet, aus denen sich der Kern (engl. core) als schützende Proteinhülle um das 
Virusgenom bildet und zum anderen für das Precoreprotein (HBeAg), das eine N-terminal 
verlängerte und C-terminal verkürzte Variante darstellt. Es enthält eine Signalsequenz, sodass 
das translatierte Protein dem sekretorischen Weg zugeführt wird. Im Endoplasmatischen 
Retikulum (ER) wird das Signalpeptid entfernt und auf seinem Weg aus der Zelle im 
vesiculären Transportsystem nochmals C-terminal gespalten. Es wird letztendlich als 17 kDa 
großes Protein sezerniert und ist im Serum in großen Mengen detektierbar59,152,205. Seine 
genaue Funktion blieb bislang rätselhaft. Da es jedoch nicht im HBV-Partikel enthalten ist, 
kann man bei seiner Gegenwart im Serum darauf schließen, dass bereits eine volle 
Infektionsrunde stattgefunden hat. Es ist daher ein wichtiger Marker für eine etablierte HBV-
Infektion. Die pre-C und C-Proteine werden von einer Genom überlangen, 3,5 Kilobasen (kb) 
großen genomischen RNA translatiert, die heterogene Transkriptions-Initiationsstellen für die 




Vergleich zu dem des Cores um ein Nucleotid verschoben ist, wird von einem weiteren 
Cistron dieser genomischen RNA translatiert30,58,151. Die Initiation erfolgt von einem internen 
Initiationscodon. Das Poylmerasegen selbst besitzt jedoch keinen eigenen Promotor. Die 
virale Polymerase stellt eine RNA sowie DNA abhängige DNA-Polymerase dar. Es finden 
sich zahlreiche Bereiche, die zu anderen reversen Transkriptasen homolog sind. Sie setzt sich 
aus drei Domänen zusammen: (i) dem terminalen Protein, mit dem die Polymerase kovalent 
an den (-)-Strang gebunden ist, (ii) der Polymerase / Transkriptase und (iii) der RNaseH140,175. 
Als Matrize für die reverse Transkription wird die 3.5 kb große genomische RNA als 
Prägenom (pgRNA) in das Core-Partikel eingeschlossen. Die HBV-Oberflächenproteine 
werden vom preS1/preS2/S-ORF kodiert, der drei Initiations-Codons enthält, die alle im 
gleichen Leserahmen liegen. Die Transkription des ORF wird von den Promotoren preS1 und 
preS2/S reguliert und führt zu Transkripten mit unterschiedlichen 5´ Enden. So reguliert der 
preS1-Promotor die Bildung einer 2.4 kb großen subgenomischen RNA, von der das L-
Protein translatiert wird. Der preS2/S-Promotor reguliert die Bildung eines kürzeren, 2.1 kb 
großen Transkripts, von dem sowohl das S-Protein als auch das längere M-Protein translatiert 
wird. Der vierte ORF kodiert für das X-Protein. Die Transkription der nur 0,9 kb großen 
subgenomischen RNA wird von einem eigenen Promotor reguliert. Das X-Protein findet sich 
nur bei Vertretern der Orthohepadnaviren. Seine Funktion im viralen Lebenszyklus wird an 
späterer Stelle noch diskutiert. Erwähnt sei nur, dass es als Transaktivator für virale wie auch 
Wirtsgene in vitro wirkt (siehe Überblick in58). Bei der in vivo Infektion von WHV ist es für 
die Etablierung einer Infektion essentiell31.  
Für die Polyadenylierung aller viralen Transkripte sorgt ein Polyadenylierungssignal, das im 
C-Gen lokalisiert ist. Dies hat zur Folge, dass alle viralen Transkripte 3´-terminal colinear 
sind. Eine weitere Prozessierung der Transkripte durch Splicing tritt kaum auf und scheint 
funktionell ohne Bedeutung zu sein76,138.  
 
1.4 Morphologie viraler Partikel 
 
Eine Besonderheit von HBV im Vergleich zu anderen animalen Viren ist die Tatsache, dass 
infizierte Zellen multiple Typen viraler Partikel sezernieren12,36,180. So finden sich in 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von HBV-Präparationen aus Patientenseren drei 
verschiedene Partikelformen. (i) 42-47 nm große Virionen mit doppelter Hülle, nach Ihrem 
Entdecker von 1970 auch Dane-Partikel genannt, (ii) 22 nm große Sphären, die im Vergleich 




geringere Menge von Filamenten variabler Länge, die einen Durchmesser von 22 nm 
besitzen. Die beiden letzteren Formen enthalten keine Nucleinsäure und sind daher nicht 
infektiös. Man bezeichnet sie als subvirale Partikel (SVPs).  
 
Von diesen drei HBV-Partikelformen stellt das Dane-Partikel das eigentliche infektiöse 
Virion dar. Seine äußere Hülle besteht aus einer vom ER abgeleiteten Lipid-Doppelmembran. 
Diese enthält als integrale Bestandteile die Oberflächenproteine L (für large), M (für middle) 
und S (für small). Sie werden auch als LHBsAg, MHBsAg und SHBsAg (für L-, M- und S-
Hepatitis B surface Antigen) bezeichnet. Das Verhältnis der Oberflächenproteine L, M und S 
zueinander beträgt im Dane-Partikel 1:1:480. Diese äußere Hülle umgibt das 25-27 nm große 
Nucleocapsid (core), das entweder eine T3- oder T4-ikosaedrische Symmetrie besitzt34. Es 
setzt sich aus 90 bzw. 120 dimeren Untereinheiten des basischen, 21 kDa großen Core-
Strukturproteins (C-Protein, HBcAg) zusammen16. Innerhalb des Core-Partikels findet der 
wesentliche Teil der genomischen Replikation der viralen DNA durch eine kovalent 
gebundene reverse Transkriptase statt96,179. Im Blut infizierter Patienten können sich Titer von 
104 bis 1010 Virionen/ml finden. Die SVPs unterscheiden sich durch das Fehlen von Core-
Partikeln und in der Zusammensetzung der Lipidhülle deutlich von den Dane-Partikeln: 
 
 
Abb. 3: Morphologie der HBV-Partikel. Links: elektronenmikroskopische Aufnahmen von HBV-Partikeln, 
aufgereinigt aus Patientenserum. (1) Dane-Partikel (47 nm) und Filamente, (2) Filamente (variable Länge), (3) 
Sphären (22 nm). Der weiße Balken entspricht 200 nm. Rechts: schematische Darstellung der HBV Partikel mit 
preS1 (rosa), preS2 (orange) S (rot), Capsid (core, schwarz), reverse Transkriptase, RNase und terminales 




während die Filamente noch geringere Mengen an L und M enthalten, bestehen die Sphären 
im Wesentlichen aus dem S-Protein und geringen Mengen des M-Proteins80. Bislang 
ungeklärt ist die biologische Funktion der in riesigen Mengen (1012 Partikel/ml) ins Blut 
abgegebenen SVPs, zumal sie hoch immunogen wirken und die Produktion neutralisierender 
Antikörper induzieren. So wurden sie vor der rekombinanten Herstellung von HBsAg aus 
Patientenseren aufgereinigt und als Impfstoff verwendet. Womöglich haben die SVPs die 
Funktion, neutralisierende Antikörper (Ak) abzufangen und die infektiösen Dane-Partikel 
damit vor der Immunabwehr des Wirts abzuschirmen20. 
 
1.5 Überblick über den viralen Lebenszyklus  
 
Nach der Interaktion des L-Oberflächenproteins mit einem zellulären Rezeptor auf der 
Zelloberfläche, kommt es zur Fusion der Virushülle mit der Wirtsmembran, sodass das nackte 
Nucleocapsid in das Zytoplasma einer Leberzelle entlassen wird. Wie der Transport des 
Capsids zum Nucleus erfolgt ist nicht bekannt. Das Nucleocapsid enthält jedoch ein 
klassisches Kern-Lokalisationssignal (nuclear localization signal, NLS), mit dem es an den 
Zellkern binden kann. Sind die Capsidproteine phosphoryliert, so kann das Capsid, vermittelt 
über das Importin α (Impα/Impβ) Transportrezeptorsystem, an den Kernporenkomplex 
binden95. Weitere Untersuchungen mit Xenopus laevis Oozyten deuten darauf hin, dass 
intakte, phosphorylierte Nucleocapside in den Korb des Kernporenkomplexes gelangen 
können. In einem Ran-GTP abhängigen Prozess dissoziieren dort ausschließlich diejenigen 
Nucleocapside, die ein gereiftes virales Genom enthalten, das von dort in den Kern gelangt174. 
Im Kern wird das nur teilweise doppelstängige virale Genom zu einer kovalent geschlossenen 
zirkulären Form, der cccDNA (covalently closed circular DNA) umgewandelt101. Die 
Transkription der viralen RNAs von dieser cccDNA wird durch die wirtseigene RNA-
Polymerase II bewerkstelligt. Die cccDNA hat somit eine vergleichbare Funktion wie die 
integrierte provirale DNA während der retroviralen Replikation, mit dem Unterschied, dass 
die cccDNA episomal bleibt. Alle Transkripte der cccDNA tragen eine CAP-Struktur und 
werden durch eine im Gen des Capsidprotein gelegene Polyadenylierungssequenz 
polyadenyliert. Obwohl in Eukaryoten der RNA-Export vom Nucleus ins Zytoplasma an das 
Spleißen der RNA gekoppelt ist, gelangen die viralen RNAs von HBV, die keine Introns 
enthalten, in das Zytoplasma. Dieser Prozess wird von einem großen RNA-Element, dem 
PRE-Element (posttranslational regulatory element) vermittelt58. Es ist in allen viralen 




Genprodukte translatiert. Die genomische RNA dient dabei jedoch nicht nur als mRNA für 
die Translation der Capsidproteine und der Polymerase, sie repräsentiert auch gleichzeitig die 
prägenomische RNA (pgRNA). Im Zytoplasma interagiert die sich akkumulierende 
Polymerase mit einer RNA-Sekundärstruktur, dem 5´gelegenen RNA-Verpackungssignal ε 
(encapsidation signal) sowie mit Capsidprotein-Dimeren. Dies führt zum Einschluss der 
pgRNA in ein sich bildendes Nucleocapsid10,11,47,185.  
 
In diesem erfolgt die virale DNA-Synthese durch reverse Transkription. Dafür wird an der 
Polymerase/ε-Interaktionsstelle zur Initiation ein kurzer Primer hergestellt139. Zunächst wird 
der (-)-Strang der DNA synthetisiert, nach Degradation der RNA-Matrize, der (+)-Strang. Die 
so gereiften Capside können nun zwei unterschiedlichen Schicksalen zugeführt werden. 
Entweder sie werden erneut zum Nukleus transportiert wo das Genom zur Amplifikation der 
cccDNA beiträgt oder sie werden über einen bislang unbekannten Transportmechanismus an 
die intrazellulären Membranen des prä-Golgi-Kompartiments gebracht. Dort interagieren 
gereifte Capside mit den L- und S-Oberflächenproteinen, die im Anschluss daran in dieses 
 




Kompartiment knospen. Es wird vermutet, dass die Unterscheidung zwischen reifen und 
unreifen Capsiden durch die Interaktion von Capsidprotein mit der Membran stattfindet. Die 
Capside bewegen sich dann entlang der Membran zum Ort der Knospung22. Für die Knospung 
ist eine Interaktion zwischen dem C-Terminus des preS1-Bereichs und dem Capsid 
notwendig. Mit Hilfe von Mutationsanalysen konnte ein dafür verantwortlicher Bereich 
zwischen As 103 und 124 identifiziert werden21. Unterdrückt man die Expression des L- und 
S-Proteins, können keine Virionen mehr gebildet werden23,227. Das Fehlen des M-Proteins 
hingegen hat keinen Einfluss auf die Virionenbildung54. Folgende Modellvorstellung macht 
man sich derzeit von der Knospung der Virionen: (i) das Ausbilden von Hetero-Oligomeren 
zwischen L- und S-Protein bedingt eine lokale Inhibition der SVP-Knospung und ein 
Zurückhalten von S an der intrazellulären Membran aufgrund der sekretionsinhibitorischen 
Wirkung des L-Proteins. (ii) Die Sekretionsinhibition wird durch das Capsid gelöst, sodass 
(iii) der Umhüllungsprozess durch die Knospungskapazität des S-Proteins angetrieben wird. 
Nach erfolgter Knospung werden die Virionen dann über den sekretorischen Weg aus der 
Zelle heraus transportiert22.  
 
1.6 Die Oberflächenproteine 
 
Die Hülle des Hepatitis B Virus setzt sich aus den drei Oberflächenproteinen L, M und S 
zusammen. Sie werden von einem einzigen offenen Leserahmen exprimiert, der je nach 
Genotyp 389 oder 400 Codons umfasst80. Allen gemeinsam ist eine 226 As lange Domäne, 
das S-Protein (SHBsAg). Die 55 As lang N-terminale Verlängerung des M-Proteins 
bezeichnet man als die preS2-Domäne. Das L-Protein ist nochmals, je nach Subtyp, N-
terminal um die 108 bzw. 119 As umfassende preS1-Domäne verlängert (Abb. 5). In dieser 
Studie wurde der ayw-Subtyp (Genotyp D) mit der kürzeren preS1-Domäne verwendet. Die 
drei Oberflächenproteine werden alle am ER synthetisiert, in dessen Membran sie bei der 
Translation inseriert werden. Die komplexe Transmembrantopologie der Proteine ist in Abb. 
6 dargestellt. Für die erste Translokation des S-Proteins über die ER-Membran ist die 
Aminosäure-Signalsequenz I der N-terminal gelegenen hydrophoben As 8-22 verantwortlich. 
Sie repräsentiert eine konventionelle Signalsequenz, mit dem Unterschied, dass sie während 
der Translokation nicht gespalten wird. Diese Transmembranregion I verankert das S-Protein 




99-169 zwischen der Transmembranregionen II und den hydrophoben As nach 169 (hier als 
Transmembranregion III dargestellt) bilden eine Schlaufe im Lumen des ERs46. 
Dieser Bereich wird auch als a-Determinante bezeichnet und stellt das Hauptepitop des 
HBsAg für neutralisierende Ak dar, denn auf den viralen Partikeln, die in das Lumen des ER 
hinein knospen, entspricht die luminale Seite der ER-Membran der späteren Virusoberfläche. 
Die restlichen C-terminalen As sind sehr hydrophob und man vermutet, dass sie in die ER 
Membran eingebettet sind. In Abb. 6 ist dieser Bereich spekulativ als Transmembranbereich 
III und IV bezeichnet und dargestellt. Der C-Terminus selbst ist jedoch in Richtung des ER-
Lumens orientiert, da man C-terminal angehängte Fremdproteine luminal exponiert fand46. 
Das S-Protein kann über die a-Determinante Immunität gegen eine HBV-Infektion 
vermitteln62und wird rekombinant als Impfstoff hergestellt und verwendet. 
Obwohl die 55 As lange preS2-Domäne kein topogenes Signal besitzt, ist diese Domäne des 
M-Proteins auf der luminalen Seite lokalisiert. Die Translokation wird daher wahrscheinlich 
von der Transmembranregion I des S-Proteins bewerkstelligt45. Die S-Domäne des M-




Abb. 5: Die HBV-Oberflächenproteine. Allen drei Oberflächenproteinen gemeinsam ist die 226 As lange S-
Domäne mit ihren 4 Transmembranbereichen (I, II, III, IV). Das M-Protein wird um die 55 As lange preS2-
Domäne verlängert, das L-Protein nochmals um die 107 As lange preS1-Domäne, die am N-terminalen Glycin-2 
myristoyliert ist. Alle Oberflächenproteine besitzen eine obligate Glycosylierungsstelle innerhalb des S-Proteins, 
das M-Protein eine fakultative innerhalb der preS2-Domäne. Es resultieren die Proteinvarianten mit den Größen  




Auch in der aus 108 As bestehenden preS1-Region des L-Proteins hat man bislang kein 
topogenes Signal entdeckt. So kommen die preS1- und preS2-Domänen zunächst auf der 
zytosolischen Seite zu liegen (i-preS Konformation, i = internal). Interessanterweise kommt 
es nach der Translation zu einer drastischen Veränderung der Topologie.  
 
Bei etwa 50% der L-Proteine werden die N-terminalen preS1- und preS2-Domänen durch 
einen noch nicht identifizierten Mechanismus auf die luminale Seite der Membran gebracht 
(e-preS Konformation, e = external)25,150,167. Bei diesem Prozess wird über eine Beteiligung 
des zytosolischen Chaperons Hsc70 spekuliert, das an das i-preS bindet107. Die beiden 
Konformationen haben jeweils unterschiedliche Funktionen: das auf der Oberfläche des Virus 
exponierte e-preS ist vermutlich an der Rezeptorbindung beteiligt, da Deletionen innerhalb 
von preS1 rekombinant hergestellt Viren zur Abrogation der Infektiosität führt110. Das i-preS, 
ist an der Bindung und Verpackung des Nucleocapsids beteiligt.  Insbesondere die 
Beteiligung der As 92-113 konnte mit Hilfe einer Mutationsanalyse nachgewiesen werden. 
Selbst kleine Substitutionen innerhalb dieses Bereichs führten dazu, dass die Core-Partikel 
nicht mehr mit der Lipidhülle und den Oberflächenproteinen umhüllt wurden, während L-
Proteine mit diesen Mutationen noch immer in SVPs eingebaut werden konnten23. Die drei 
Oberflächenproteine bilden, vermittelt über Dislufidbrücken, kurz nach ihrer Synthese Homo- 
sowie Heterodimere. Diese werden ohne Präferenz für eine bestimmte Paarung zwischen den 
 
Abb. 6: Topologie der Oberflächenproteine. Die S-Domäne mit den 4 möglichen Membrandomänen (I, II, III, 
IV) ist in rot dargestellt, die preS2-Domäne in orange und die preS1-Domäne in rosa. Das L-Protein ist mit 
seiner dualen Topologie dargestellt, bei der die preS-Domänen entweder auf der zytosolischen bzw. der Partikel-
Innenseite liegen (i-preS) oder auf der luminalen Seite des ERs bzw. der Außenseite des Partikels liegen (e-





Cystein-Resten der S-Domänen ausgebildet124,239. Die S-Domäne aller drei 
Oberflächenproteine enthält am Asparagin 146 eine fakultative Glycosylierungsstelle160, die 
preS2-Region des M-Proteins wird zusätzlich obligat am Asparagin-4 glycosyliert. Da das L-
Protein jedoch bei der Translation zunächst auf der zytosolischen Seite des ER zu liegen 
kommt, bleiben die beiden potentiellen Glycosylierungsstellen in preS1 und preS2 
unmodifiziert207. Daraus resultieren jeweils zwei, in einer SDS-PAGE unterscheidbare 
Formen der Oberflächenproteine, mit einem Größenunterschied von 3 kDa: das L-Protein als 
nichtglycosylierte (p39) und als einfachglycosylierte Variante (gp42), das M-Protein als 
einfach- (gp 33) und doppeltglycosylierte Variante (ggp36) sowie das S-Protein als 
nichtglycosylierte (p24) und einfachglycosylierte Variante (gp27). Das L-Protein wird 
zusätzlich am Glycin-2 myristoyliert. Man nimmt an, dass diese hydrophobe Fettsäure in die 
Membran des ER eingebettet ist. Diese kovalente Modifikation des L-Proteins ist für die 
Infektion von großer Bedeutung: sowohl bei HBV als auch bei DHBV führt eine Mutation des 
Glycins zum nicht myristoylierbaren Alanin zum Verlust der Infektiosität24,71,121. Keinen 
Einfluss hat das Fehlen der Myristoylierung jedoch auf die Bildung und Sekretion viraler 
Partikel24. Im Falle des WHV-L-Proteins ist nicht bekannt, ob es am Glycin-2 myristoyliert 
wird. 
 




Das enge Wirtsspektrum und der ausgeprägte Lebertropismus der Hepadnaviren war lange 
Zeit ein Hemmnis für die Erforschung des viralen Lebenszyklus. Als natürliche Wirte von 
HBV gelten neben dem Menschen nur noch höhere Primaten (Hominidae) wie Schimpansen, 
Gorillas und Orang-Utans.  
 
2.1.1 Schimpanse 
Das einzige vollwertige Tiermodell für eine HBV-Infektion ist der Schimpanse. 1973 konnte 
erstmals gezeigt werden, dass Schimpansen mit HBV infiziert werden können6. Da ihre 
Verwendung als Versuchstiere ethisch höchst fragwürdig ist und zudem hohe Kosten 






Wichtige Hinweise darauf, dass die hohe Wirtsspezifität von HBV vor allem durch die frühen 
Schritte der Infektion wie Rezeptorinteraktion, Fusion und Capsid-Freisetzung bestimmt wird, 
lieferten die Modelle transgener Mäuse, in deren Genom eine für HBV kodierende, 
übergenomlange Sequenz stabil integriert wurde3,51,74. In diesen Tieren wird zwar infektiöses 
Virus gebildet, eine Viruspropagation konnte jedoch nicht beobachtet werden, da die Maus-
Hepatozyten nicht suszeptibel sind. Das Modell ist also für die Erforschung der frühen 
Schritte einer Infektion ungeeignet. Eine weitere Limitierung des Modells beruht auf der 
Tatsache, dass die virale RNA von einer chromosomal integrierten DNA synthetisiert und 
keine cccDNA produziert wird. Antivirale Substanzen, die auf der Beseitigung der cccDNA 
beruhen, können in diesem System nicht getestet werden. Eine Schädigung der Leber trat trotz 
Partikelproduktion nicht auf. In weiteren recht artifiziellen Mausmodellen konnten humane 
Hepatozyten in den Mäusen angesiedelt werden. Im Falle des Trimer-Mausmodells wurden ex 
vivo infizierte humane Leberfragmente in immunsuprimierte Mäuse transplantiert. In einem 
eleganteren Ansatz konnten mauseigene Leberzellen mit Hilfe des uPa-Transgens nach dessen 
Aktivierung abgetötet und humane Hepatozyten in immunsuprimierten (RAG-2 bzw. SCID) 
Mäusen neu angesiedelt werden35,133. Die neuangesiedelten Hepatozyten können mit HBV 
infiziert werden, sodass dieses Modell für den Test von antiviralen Substanzen hervorragend 
geeignet ist. Der Nachteil des Systems sind jedoch schwierige Handhabung und hohe Kosten.  
 
2.1.3 Tupaia  
Das Tupaia-System ist ein Modell, dem in den letzten Jahren zunehmend Aufmerksamkeit 
gewidmet wurde ist. Tupaias (Tupaia belangeri) sind kleine, in den Regenwäldern 
Südostasiens lebende Säuger und einzige Vertreter der Art der Scandentia (Familie: 
Tupaiidae)191. Obwohl sie nicht zu den Primaten zählen, können sie experimentell in vivo 
infiziert werden. Die Infektion ist jedoch selbst limitierend und führt nicht zur Etablierung 
einer chronischen Infektion234. Attraktiv macht das Modell die Verfügbarkeit von primären 
Hepatozyten und die Tatsache, dass diese in vitro mit HBV und WMHBV nicht jedoch mit 
WHV infiziert werden können100. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Infektion spezifisch 







Abb. 7: DHBV-Genomorganisation und Aufbau der DHBV-Hüllproteine L und S. (A) Wesentliche 
Unterschiede im Vergleich zum Aufbau von HBV bestehen im Fehlen eines ORFs für das X-Gen und darin, dass 
der ORF der Oberflächenproteine nur für die Proteine L und S kodiert. (B) Beiden Oberflächenproteinen 
gemeinsam ist die 167 As lange S-Domäne mit ihren 4 Transmembranbereichen (I, II, III, IV). Das L-Protein ist 
um die aus 160 As bestehende preS1-Domäne erweitert, die am N-terminalen Glycin-2 myristoyliert ist. Die 
Oberflächenproteine werden nicht glycosyliert. Das S-Protein besitzt ein Molekulargewicht von 17 kDa (p17), 
das L-Protein von 35 kDa (p35). Modifiziert nach S. Urban und S. Seitz.   
2.1.4 Peking-Ente 
Das wohl wichtigste und am besten untersuchte Modellsystem ist die Peking-Ente. Die 
Infektion mit DHBV erfolgt präferenziell in ovo was in den meisten Fällen eine chronische 
Infektion zur Folge hat, die allerdings nicht zur Schädigung der Leber führt. Da auch primäre 
Hepatozyten von Enten, bei guter Verfügbarkeit, in Kultur leicht zu handhaben sind und 
zudem mit DHBV infiziert werden können226, war es lange Zeit das wichtigste Modellsystem 
für die Erforschung der frühen Schritte einer hepadnaviralen Infektion. Daher sollen hier kurz 




Das mit 3021 bp etwas kleinere Genom von DHBV besitzt nur 3 ORFs, ihm fehlt im 
Vergleich zu HBV das X-Gen. Trotz größerer Abweichung bezüglich einer 
Sequenzhomologie, besitz das Genom jedoch eine ähnliche Organisation. Neben der 
genomischen RNA entstehen nur zwei subgenomische mRNAs. Das vom preC/C-Gen 
kodierte Core-Protein ist im Vergleich zum homologen HBV-Coreprotein um 80 As länger 
und besteht ebenfalls aus zwei Bereichen. Wie auch bei HBV entsteht das DHBeAg durch 
heterogene Initiation242. Der ORF für die Oberflächenproteine kodiert, im Gegensatz zu HBV, 




Molekulargewicht von 17 kDa (p17) und das L-Protein (DLHBsAg) bestehend aus 328 As 
und einem Molekulargewicht von 35 kDa (p35). Dabei ist die S-Domäne N-terminal um die 
160 As umfassende, am Glycin-2 myristoylierte preS-Domäne verlängert. Die 
Myristoylierung ist auch hier für eine erfolgreiche Infektion notwendig121. Die 
Oberflächenproteine werden im Verlauf ihrer Synthese nicht glycosyliert.  
Die infektiösen DHBV-Virionen haben einen Durchmesser von etwa 60 nm, die ebenso 
gebildeten SVP sind vergleichbar groß oder etwas größer. In ihrer Zusammensetzung 
unterscheiden sich bei DHBV die SVPs im Vergleich mit den Virionen nicht so deutlich wie 
bei HBV210, das Verhältnis von L zu S ist bei beiden Partikeltypen 1:4. Filamentöse 
Strukturen treten gar nicht in Erscheinung137.  
 
2.1.5 Woodchuck  
Das Woodchuck Hepatitis B Virus (WHV) gehört wie HBV zu den Orthohepadnaviren und 
ist HBV in Struktur und seinem replikativen Lebenszyklus ähnlich. Eine chronische WHV 
Infektion dieses nordamerikanischen Waldmurmeltiers (Mamota monax) führt innerhalb 
kurzer Zeit (2-4 Jahre) zur Ausbildung eines hepatozellulären Karzinoms (HCC).  
Bei HBV wie auch bei WHV konnte in vielen Fällen eines hepadnaviral induzierten HCCs 
eine maligne Transformation mit Integrationen in Protoonkogene oder tumorsupressor Gene 
der Hepatozyten nachgewiesen werden89,145,148,220. WHV-DNA scheint gehäuft in die Familie 
der myc Protoonkogene, speziell das N-myc2 Gen, zu integriert zu werden und damit das 
HCC zu induzieren28,52,55,77.  
Das Woodchuck-Tiermodell ist daher besonders bei der Erforschung verschiedener Aspekte 
der hepadnaviralen Pathogenes sowie der Immunantwort von großer Bedeutung184. Vielfach 
wird es für die Evaluierung der Sicherheit und Effizienz von antiviralen Medikamenten zur 
Behandlung einer HBV-Infektion im Verlauf von vorklinischen Phasen herangezogen216. Als 
Modellsystem für die frühen Schritte der Infektion wie z.B. Rezeptorstudien erscheint es 
jedoch ungeeignet, da es zum einen deutliche Unterschiede bei Oberflächenproteine von 
WHV im Vergleich zu denen von HBV gibt, zum anderen218, da primäre Woodchuck-









Bis vor kurzem waren alle Versuche fehlgeschlagen, eine effektiv in vitro infizierbare 
Zelllinie zu generieren, die einen kompletten Replikationszyklus umfasst. Zwar konnten 
Zelllinien hergestellt werden, die durch Transkription von episomal vorliegender oder stabil 
integrierter viraler DNA infektiöse Dane-Partikel herstellen (z.B. in Huh 7, HepG2 oder Huh 
6 c15 Zellen), keine dieser Zelllinien war jedoch infizierbar29,195,215,225,240. Lediglich von einer 
Gruppe konnte eine Infizierbarkeit von HepG2-Zellen beobachtet werden154. Versuche 
anderer Gruppen konnten diese Beobachtung allerdings in keinem Fall reproduzieren.  
 
2.2.1 Primäre humane Hepatozyten  
Lediglich primäre humane Hepatozyten (PHH) sind für einen kurzen Zeitraum suszeptibel für 
eine HBV-Infektion. Die Zellen müssen dafür mit Hilfe von Dimethylsulfoxid (DMSO) in 
einem differenzierten Zustand gehalten werden und die Infektion in Gegenwart von 
Polyethylenglcol (PEG) durchgeführt werden69,70. Problematisch ist bei diesem Modell jedoch 
die begrenzte Verfügbarkeit von humanen Zellen sowie deren Unterschiedlichkeit aufgrund 
verschiedener Spender und der unterschiedlichen Qualität der Proben. 
 
2.2.2 HepaRG-Zellen 
Das beste derzeit verfügbare in vitro Infektions-Modellsystem ist die erst jüngst 
veröffentlichte infizierbare Zelllinie HepaRG73. Um die Zellen in einen infizierbaren Zustand 
zu bringen, werden sie zwei Wochen nach dem Ausplattieren für weitere zwei Wochen in 
Gegenwart von Dimethylsulfoxid (DMSO) und Hydrocortison kultiviert. Beide Substanzen 
sind in der Lage, eine Differenzierung zu induzieren und bewirken bei HepaRG-Zellen 
innerhalb von zwei Wochen eine Entwicklung von einem nichtinfizierbaren epitelialen 
Phänotyp der Zellen, hin zu einem infizierbaren hepatozytenartigen Phänotyp, der sich sogar 
in dem Ausbilden von klar erkennbaren Trabeculae manifestiert (Abb. 8). Die differenzierte 
Zelllinie besitzt nicht nur eine hepatozytenartige Morphologie sondern exprimiert zudem 
einen repräsentativen Querschnitt von leberspezifischen Markern. Obwohl die Zellen dem 
Leberkarzinom einer chronisch mit Hepatitis C infizierten Frau entstammten, zeigten sich im 
Karyotyp der Zellen nur geringfügige chromosomale Aberrationen. In Gegenwart von PEG 
können die Zellen mit HBV infiziert werden. PEG verändert dabei lediglich die Effizienz der 




der Infektion konnte über eine Kompetition mit einem anti-HBsAg spezifischen Antikörper 
sowie mit dem von dem HBVpreS1 abgeleiteten synthetischen myristoylierten Peptid 
HBVpreS/2-78myr sichergestellt werden. 
 
2.2.3 Primäre Tupaia belangeri-Hepatozyten  
Ein weiteres, in einigen Laboratorien mittlerweile etabliertes Infektionssystem stellen primäre 
Hepatozyten von Tupaia belangeri dar. Sie sind interessanterweise sowohl mit HBV als auch 
mit WMHBV, nicht jedoch mit WHV infizierbar100. Die Spezifität der HBV-Infektion konnte 
über eine Kompetition mit dem neutralisierenden monoklonalen Ak gegen HBVpreS1, 
Ma18/7 (Epitop 20-DPAF-2380) sowie weiteren neutralisierenden Ak gegen das HBV-S-
Protein nachgewiesen werden62. Auch HBVpreS1 abgeleitete synthetische, myristoylierte 
Peptide konnten eine HBV-Infektion kompetieren63. Primäre Tupaia-Hepatozyten stellen 
somit eine zusätzlich Alternative zu HepaRG-Zellen dar. Sie lassen sich ebenfalls in dem 









Abb. 8: Differenzierung von HepaRG-Zellen. Die HepaRG-Zellen werden für zwei Wochen in normalem 
Kulturmedium gehalten. Nach zwei Wochen wird die Differenzierung durch Zugabe von DMSO und 
Hydrocortison zum Kulturmedium induziert. Nach weiteren zwei Wochen sind die Zellen für eine Infektion 





3. Aufnahme von Viren in die Zelle 
 
3.1 Allgemeine Einführung zur Virusaufnahme  
 
Viren sind als intrazelluläre Parasiten darauf angewiesen, sich Zugang zu ihrer Wirtszelle zu 
verschaffen. Die Interaktion mit einem oder mehreren Rezeptoren auf der Zelloberfläche 
ermöglicht das Binden des Virus an die Zielzelle und führt entweder zu einer 
konformationellen Änderung des gebundenen Liganden oder induziert Signale, die für die 
folgenden Schritte der Virusaufnahme von Bedeutung sind. Nicht selten bestimmt diese 
Interaktion mit zellulären Rezeptoren auch den Tropismus des Virus für einen Organismus, 
ein Gewebe oder für einen bestimmten Zelltyp. Nach der Bindung an die Zelle können 
animale Viren im Prinzip über zwei verschiedene Wege in die Zelle gelangen: entweder sie 
kommen über eine Penetration der Plasmamembran direkt in die Zelle oder sie werden 
zunächst in zellulären Kompartimenten (z.B. Endosomen oder Caveolae) internalisiert. Von 
dort gelangen sie über die Penetration der Kompartimentmembran in das Zytosol. Während 
die Bindung an die Zelle ein energieunabhängiger Prozess darstellt, ist die Fusion der 
Virusmembran von umhüllten Viren mit einer Zellmembran ein energieabhängiger Prozess. 
Diese Energie wird oftmals durch die Befreiung eines sich in einem energetisch hohem, 
metastabilen Zustand befindlichen viralen Fusionsproteins, hin zu einem energetisch 
günstigerem Zustand, aufgebracht. Eine Konformationsänderung des Fusionsproteins, bei der 
die für eine Membranfusion notwendige Energie frei wird, kann entweder direkt durch die 
Interaktion mit zellulären Rezeptoren ausgelöst werden (z.B. human immunodeficiency virus 
(HIV)) oder erst nach der Internalisierung des Virus. Bei Influenza beispielsweise wird die 
Konformationsänderung des Fusionsproteins durch die Azidifizierung im Endosom ausgelöst. 
Die Rezeptoren und Corezeptoren vieler Viren konnten mittlerweile identifiziert werden. 
Nicht immer jedoch wird die erste Interaktion der viralen Oberflächenproteine von 
spezifischen Rezeptoren vermittelt. Herpesviren aber auch Papillomaviren, Paramyxoviren 
und das Denguevirus binden zunächst an Heparansulfat115. Bei manchen Viren dient 
Heparinsulfat als spezifischer Rezeptor, in anderen Fällen dient es wahrscheinlich dazu, eine 
Interaktion mit Corezeptoren wie z.B. mit TNF-R, Nectin 1 oder PVR im Falle der 
Herpesviren zu erleichtern. Influenzaviren nutzen dagegen die Sialinsäure als spezifischen 
Rezeptor. Der unterschiedliche Tropismus von aviären und humanen Influenzaviren wird über 




Abb. 9: Bekannte Endozytosewege, die von Viren zur 
Infektion genutzt werden können. Die Klassifizierung wurde 
anhand von fünf Kriterien vorgenommen: die Abhängigkeit von 
Clathrin, Caveolae, Dynamin und lipid rafts. Die am besten 
bekannten Aufnahmewege sind (a) der Clathrinvermittelte und 
(b) der durch Caveolae vermittelte. Der lipid rafts vermittelte 
Aufnahmeweg kann Dynamin abhängig (c) oder Dynamin 
unabhängig sein (d). Zudem gibt es Aufnahmewege, die von 
keinem dieser Faktoren abhängig sind (e). Aus Pelkmans et al. , 
2003156.   
benötigen die Interaktion mit einem primären Rezeptor und einem Corezeptor. Das HIV-1 
(human immunodeficiency virus type 1) bindet mit seinem Glycoprotein gp120 an den 
Rezeptor CD4 auf Zellen des Immunsystems. Diese Interaktion ist jedoch nicht ausreichend, 
um die Fusion mit der Plasmamembran zu vermitteln. Das Virus muss dafür je nach Subtyp 
noch an die Chemokinrezeptoren CXCR4 oder CCR5 binden14,153. Bekannt ist mittlerweile 
auch, dass ein und dasselbe Virus mehrere Rezeptoren benutzen kann, wie im Falle der 
Masernviren149. Andererseits können auch verschiedene Viren den gleichen Rezeptor 
verwenden. Beispielsweise benutzen Coxsackieviren wie Adenoviren gleichermaßen den 
Coxsackie-Adenovirus Rezeptor (CAR)13. Neben der Fusion von Viren an der 
Plasmamembran (z.B. HIV oder Masernviren) spielt die Aufnahme in Zellkompartimente 
durch Endozytose bei vielen 
Viren eine wichtige Rolle. 
Versucht man die verschiedenen 
bislang bekannten Endozytose-
mechanismen anhand ihrer 
Abhängigkeit von Clathrin, 
Dynamin, Caveolin-1 und lipid 
rafts zu kategorisieren, so kann 
man sie in fünf verschiedene 
Wege unterteilen156. Weg A 
repräsentiert den klassischen 
Aufnahmeweg über clathrin-
beschichtete Vesikel, Weg B den 
caveolaren Aufnahmeweg. Weg 
C zeigt den lipid rafts 
vermittelten Weg, der bei Zellen 
vorkommt, denen Caveolin fehlt. 
Möglicherweise kommt er auch noch an anderer Stelle vor. Die Wege D und E repräsentieren 
die bislang am wenigsten charakterisierten Aufnahmewege, die von Clathrin, Dynamin und 
Caveolin unabhängig sind und entweder lipid raft vermittelt sind oder von lipid rafts 







A. Clathrin vermittelte Endozytose 
Bei diesem Aufnahmeweg werden die Viren nach Bindung an einen Rezeptor, der diesen 
Endozytoseweg vermittelt, zunächst in clathrinbeschichteten Vesikeln aufgenommen, die im 
weiteren Verlauf mit Endosomen verschmelzen, sodass der pH-Wert in den Vesikeln sinkt. 
Dieser Aufnahmeweg wird sowohl von umhüllten als auch von nichtumhüllten Viren benutzt. 
Die Penetration der Membran durch virale Glycoproteine erfolgt in frühen oder späten 
Endosomen127. Die ersten Viren, die man in clathrinbeschichteten Vesikeln fand, war das 
Semliki Forest Virus (SFV)126 oder das Influenzavirus129. Sie wurden wichtige Hilfsmittel für 
die Erforschung dieses klassischen Aufnahmeweges.  
 
B. Endozytose über Caveolae 
Die Aufnahme über Caveolae ist ebenfalls ein aktiver Prozess, der durch die Bindung des 
Virus an den Rezeptor ausgelöst wird und in seiner Kinetik wesentlich langsamer als die 
Clathrin vermittelte Aufnahme verläuft. Im Zuge der Aufnahme kommt es nicht zu einer 
Ansäuerung der von der Plasmamembran abgeschnürten Vesikel, vielmehr verschmelzen 
diese mit einem zytoplasmatischen, membrangebundenen Organell, dem Caveosom, das im 
Inneren einen neutralen pH-Wert besitzt. Von dort aus findet über Microtubuli ein Austausch 
mit dem weichen ER statt199. Das am besten bekannte Beispiel ist die Aufnahme des 
nichtumhüllten SV40 Virus. Durch Bindung an den MHC Klasse I Rezeptor wird eine 
Signaltransduktions-Kaskade ausgelöst und das gebundene SV40 Virus wird solange lateral 
auf der Plasmamembran entlang bewegt, bis es von den rekrutierten, caveolin-1-haltigen 
Vesikeln, den Caveolae eingefangen wird2,156,157. Nach der Depolymerisierung des kortikalen 
Aktinzytoskeletts wird Dynamin und Aktin rekrutiert und die Vesikel in das Zytoplasma 
abgeschnürt. Diese verschmelzen dann mit der caveolin-1- und cholesterolhaltigen Membran 
des Caveosoms. Von dort gelangt das Virus über einen COPI vermittelten Transport ins ER, 
wo das Virus teilweise entmantelt wird und auch die Penetration der Membran in das 
Zytoplasma stattfindet. Neben dem SV40-Virus nutzen auch andere Viren wie z.B. das 
Echovirus 1 diesen Aufnahmeweg.   
 
C. und D. Lipid Raft vermittelte Endozytose     
Diese Aufnahmewege wurden im Wesentlichen in Zellen aufgefunden, die kein Caveolin 
exprimieren. Die bislang wenig erforschten Aufnahmewege benötigen die Zusammenlagerung 
von rafts und werden beispielsweise von SV40, aber wahrscheinlich auch von einigen 





E. Makropinozytose  
Dieser unspezifische Aufnahmeweg wird von Zellen benutzt, um große Mengen Flüssigkeit 
und Membran zu internalisieren. Dabei bildet die Plasmamembran große Vakuolen aus, zu 
deren Bildung zwar die Polymerisation von Aktin, jedoch kein Dynamin vonnöten ist. Man 
kennt nur wenige Viren die diesen Weg nutzen, beispielsweise das Vacciniavirus, das zu groß 




3.2.1 Aktivierung von Fusionsproteinen 
Während die Bindung an die Zelle einen energieunabhängigen Prozess darstellt, ist die Fusion 
der Virusmembran von umhüllten Viren mit einer Zellmembran ein energieabhängiger 
Prozess, an dem oftmals die viralen Oberflächenproteine beteiligt sind. Durch die Befreiung 
der viralen Fusionsproteine aus ihrem energetisch hohen, metastabilen Zustand, in einen 
energetisch günstigeren Zustand, wird die notwendige Energie für eine Fusion der viralen 
Membran mit der Zellmembran aufgebracht. Im metastabilen Zustand wird das Fusionspeptid, 
meist eine hydrophobe Sequenz, innerhalb einer von den Glycoproteinen gebildeten 
oligomeren Struktur verborgen. Diese wird nach der Aktivierung des Fusionsproteins 
exponiert und ist somit für die Zielmembran zugänglich. Man kennt mittlerweile drei 
Mechanismen, über die ein Fusionsprotein aktiviert werden kann: (i) durch niedrigen pH, (ii) 
durch spezifische Interaktion mit einem Zellrezeptor bei neutralem pH und (iii) durch Binden 
an einen Rezeptor bei neutralem pH und anschließender Ansäuerung. Die Aktivierung durch 
niedrigen pH wird von Orthomyxoviren, Togaviren, Flaviviren, Rhabdoviren, Arenaviren und 
Filoviren genutzt. Die Viren binden zunächst an einen Rezeptor, werden endozytiert und die 
Vesikel verschmelzen mit Endosomen, in denen die Ansäuerung erfolgt. Durch den niedrigen 
pH-Wert wird die metastabile Konformation des Fusionsproteins in die fusionsvermittelnde 
Konformation umgewandelt. 
Die Aktivierung von Fusionsproteinen bei neutralem pH erfolgt über die spezifische Bindung 
an einen oder mehrere Rezeptoren der Zellmembran. Diese Form der Aktivierung wird von 
Paramyxoviren, Herpesviren, Coronaviren, Poxviren und von den meisten Retroviren benutzt. 
Die meisten dieser Viren fusionieren an der Plasmamembran, manche jedoch während 




Aufnahme durch Caveolae. Alpharetroviren benötigen für eine Aktivierung des 
Fusionsproteins zunächst eine Bindung an einen Rezeptor bei neutralem pH, für eine 
vollständige Aktivierung brauchen sie zudem noch saures Milieu.  
 
3.2.2 Klasse I und Klasse II-Fusionsproteine 
Aufgrund struktureller Kriterien lassen sich Fusionsproteine in zwei Gruppen einteilen. 
Fusionsproteine der Klasse I werden als Vorläuferproteine synthetisiert und müssen 
proteolytisch gespalten werden, um einen metastabilen Zustand zu erlangen. Die beiden durch 
die Spaltung entstandenen Untereinheiten bleiben durch kovalente oder nichtkovalente 
Bindung miteinander assoziiert. Durch die Anordnung in Trimeren bilden die Fusionsproteine 
Dornen, die orthogonal von der viralen Membran abstehen. In aktiviertem Zustand enthalten 
sie einen hohen Anteil an α-Helices und im niedrigsten Energiezustand bilden sie Bündel aus 
sechs Helices, die so genannte coiled coils bilden. Das Fusionspeptid kann N-terminal oder 
innerhalb des Fusionsproteins liegen. Die am besten untersuchten Fusionsproteine der Klasse 
I sind die Oberflächenproteine von Influenza A (HA) und von HIV (gp41). Die 
Fusionsproteine der Klasse II zeigen einen anderen Aufbau. Neben dem SFV-Glycoprotein 
ist das des Tick-born encephalitis Virus (TBE) E-Protein ein wohl charakterisiertes 
Fusionsprotein und typischer Vertreter der Klasse II-Fusionsproteine. Im Verlauf der 
Biosynthese bilden das TBE E-Protein und ein Vorläuferprotein des prM-Membranproteins 
Heterodimere. Eine Wirtsprotease spaltet im weiteren Verlauf dieses prM-Protein, was eine 
Neuorganisation der Proteine auf der Virusoberfläche zur Folge hat: die E-Proteine liegen nun 
als metastabile Homodimere vor, deren Ektodomänen im Gegensatz zu denen der Klasse I 
parallel und dicht an der Membran ausgerichtet sind. Das E-Protein besteht dabei im 
Wesentlichen aus β-Faltblättern. Alle Klasse II-Fusionsproteine bedürfen einer Aktivierung 
durch niedrigen pH. Diese führt zu einem Rearrangement der Homodimere, hin zu 
Homotrimeren1,81,206. Man vermutet, dass die Ektodomänen von einer zur Membran parallelen 
Ausrichtung in eine orthogonale Ausrichtung gebracht werden. Das Fusionsprotein bindet 
über hydrophobe Wechselwirkungen an die Zielmembran und vermittelt so die Fusion.   
 
4. Die frühen Schritte der hepadnaviralen Infektion 
 
Da lange Zeit ein geeignetes in vitro Infektionssytem für HBV fehlte, ist noch immer relativ 




daher zunächst das DHBV-System, in der Hoffnung, dass aufgrund der Ähnlichkeiten 
zwischen HBV und DHBV Rückschlüsse auf die HBV-Infektion gezogen werden könnten. 
Daher soll zunächst ein Überblick über den derzeitigen Wissensstand bei den frühen Schritten 
der Infektion im DHBV-System gegeben werden.  
 
4.1 Duck hepatitis B virus (DHBV) 
 
Trotz jahrelanger Erforschung der hepadnaviralen Infektion im Enten-System, ist der 
Mechanismus der Aufnahme nicht ohne weiteres einem der oben diskutierten Aufnahmewege 
zuzuordnen. Auch der Mechanismus der Membranfusion und der Typ des beteiligten 
Fusionsproteins sind noch immer unklar.  
Mit DHBV können sowohl Enten in vivo als auch primäre Enten-Hepatozyten (PDH) in vitro 
infiziert werden. Hält man PDHs in serumfreiem Medium, dem DMSO zugesetzt wurde, so 
bleiben sie für einen Zeitraum von etwa zwei Wochen suszeptibel170. Untersuchungen zur pH-
Abhängigkeit der DHBV-Infektion mit Hilfe von lysosomotroper Substanzen wie 
Ammoniumchlorid führen zu widersprüchlichen Ergebnissen, wobei die Mehrzahl eine 
Unabhängigkeit vom pH-Wert nahe legte99,178. Dennoch kann die Notwendigkeit einer 
zumindest moderaten Azidifizierung nicht ausgeschlossen werden67. 
SVPs können mit einer Infektion interferieren: bei großem Überschuss der SVPs und einem 
hohen Virustiter ist die Kompetition der Infektion dosisabhängig. Rekombinante Partikel aus 
Hefe, die nur eines der beiden Oberflächenproteine enthielten, zeigten, dass nur das L-Protein, 
das zusätzlich zum S-Anteil auch noch die aus 161 As bestehende N-terminale preS-Region 
besitzt, in der Lage ist, eine Infektion zu kompetitieren97. Die Bindung an einen Rezeptor, so 
die Schlussfolgerung, muss also über die preS1-Region vermittelt werden. 
Für die Effizienz der DHBV-Infektion ist auch die Myristoylierung am Glycin-2 dieser preS-
Region wichtig. Wurde das Glycin durch Alanin ersetzt, führte dies zum Verlust der 
Myristoylierung und damit zu einem drastischen Verlust der Infektiosität der resultierenden 
Viren121. Bei dem Einsatz eines hohen Virustiter und bei langer Infektionszeit konnte jedoch 
eine, wenngleich deutlich verminderte, Infektion der PDHs festgestellt werden15.  
Aus [35S]-Methionin markierten PDHs konnte mit einem neutralisierenden preS-Antikörper 
ein zelluläres Glycoprotein (gp180/p170) mit einem Molekulargewicht von 180 kDa 
zusammen mit DHBV-Partikeln coimmunoprezipitiert werden. Bindungsversuche mit GST-
preS-Fusionsproteinen und chimären DHBV/HBV-L-Proteinen zeigten, dass gp180 spezifisch 




inhibieren lässt103,219. In einer Affinitätschromatographie mit GST-preS Fusionsproteinen ließ 
sich gp180 auch aus Entenleberlysaten in solchen Mengen anreichern, dass es in einer SDS-
PAGE mit Silberfärbung sichtbar gemacht werden konnte. Diese Bindung konnte mit freiem 
preS kompetiert werden19. Die Klonierung und Analyse von gp180 ergab, dass es sich bei 
diesem Rezeptorkandidaten um eine neue, bislang unbekannte Klasse von membranständigen 
Carboxypeptidasen, nämlich der Carboxypeptidase D (CPD) handelt104,219. Genauere 
Untersuchungen mit dem Ziel, einen Rezeptornachweis für CPD aus Enten (duCPD) zu 
erbringen, ließen dies jedoch zunächst fraglich erscheinen. Da duCPD nicht nur in der Leber 
sondern auch in Geweben anderer Organe exprimiert wird, kann duCPD nicht für den strikten 
Lebertropismus verantwortlich sein103,203. Auch spiegelte sich die Wirtsspezifität nicht in 
einer präferenziellen Bindung an DHBVpreS an duCPD wieder. Die Tatsache nämlich, dass 
nichtinfizierbare Zelllinien verschiedener Speziesabstammung nach Transfektion eines 
DHBV-Genoms infektiöse Virionen produzieren können, ließ vermuten, dass die 
Wirtsspezifität über eine spezifische Interaktion mit dem Rezeptor bestimmt wird57,171. 
Obwohl Peking-Enten nicht und PDHs nur äußerst ineffizient mir Graureiher Hepatitis B 
Virus (Heron-HBV = HHBV) infiziert werden können, interagiert HHBVpreS mit duCPD92. 
Zudem lässt sich eine Infektion von PDHs mit HHBVpreS kompetitieren228. Dies ist umso 
erstaunlicher, da DHBVpreS und HHBVpreS nur eine Sequenzübereinstimmung von 50% 
besitzen. Für die selektive, wirtsspezifische Virusaufnahme scheint noch ein weiterer Schritt, 
eventuell im Zusammenspiel mit duCPD verantwortlich zu sein. Dafür spricht auch, dass es 
nicht gelang, nichtinfizierbare Hepatomalinien unterschiedlicher Speziesherkunft durch die 
Expression von rekombinantem duCPD infizierbar für DHBV zu machen. Dennoch ließ sich 
experimentell bestätigen, dass duCPD ein Teil der Rezeptormaschinerie zur Aufnahme für 
aviäre Hepadnaviren ist. So kann die Infektion primärer Enten-Hepatozyten sehr effektiv 
durch eine rekombinante, lösliche Variante von duCPD inhibiert werden230. Die Expression 
einer dominant negativen Mutante von duCPD in PDHs hat eine Reduktion der Infizierbarkeit 
zur Folge17. Die Transfektion nichtinfizierbarer Huh7-Hepatomzellen mit duCPD-
Expressionsplasmiden resultierte zwar nicht in deren Infizierbarkeit, befähigt sie jedoch, 
fluoreszenzmarkierte DHBVpreS und DHBV-Partikel aufzunehmen19. Konformationelle 
Antikörper gegen lösliches duCPD sind in der Lage die Infektion von PDHs zu blockieren231. 
Analog zu anderen Virusrezeptoren wird duCPD in DHBV-infizierten Zellen herabreguliert18. 
Mit Hilfe nichtmyristoylierter, rekombinanter preS-Peptide, aufgereinigt aus E. coli, konnte in 
einem Infektionskompetitionstest die duCPD-Rezeptorbindungsdomäne innerhalb der preS-




Durch den Vergleich von Volllänge-preS und terminal verkürzten Mutanten konnte ein für die 
Bindung mit duCPD essentieller Bereich sowie einen die Bindung stabilisierenden Bereich 
innerhalb der preS-Domäne identifiziert werden: der essentielle Bereich umfasst die As 87-
115, der stabilisierende Bereich die As 30-86 (Abb. 10).  
 
Während die Zugabe des Volllänge-preS zu einer dosisabhängigen Inhibition der Infektion 
führte (50% Inhibition bei einer preS Konzentration von 0,8 µM) zeigten preS-Peptide mit 
internen Deletionen in diesem Bereich diese Aktivität nicht mehr228. Die Ergebnisse des 
Infektionskompetitionstests korrelierten auffallend zu den Ergebnissen aus Bindungsanalysen 
der preS-Peptide mit duCPD, sodass anzunehmen ist, dass die Peptide im 
Infektionsinhibitionstest mit der Bindung von DHBV zu duCPD interferieren. Zudem stellt 
die Bindung von preS zu duCPD (KD = 1-2 nM, bei 37°C) eine der stärksten Interaktionen 
dar, die man von viralen Oberflächenproteinen mit ihren Rezeptoren kennt231.  
Die preS-Domäne benötigt für die Bindung an die duCPD, die aus drei einander homologen 
Untereinheiten besteht, nur die C-Domäne, also diejenige Domäne, die der Membran am 
nächsten liegt (Abb. 11). Während die beiden Domänen A und B noch ihre enzymatische 
Peptidaseaktivität besitzen, hat die C-Domäne diese verloren202. duCPD ist über einen 
Transmembranbereich in die Membran verankert und besitzt eine hochkonservierte 
zytoplasmatische Domäne (CT), die eine regulatorische Funktion bei der Endozytose 
besitzt232. Es konnte gezeigt werden, dass duCPD ein trans-Golgi Netzwerk (TGN) 
membranständiges Membranprotein ist, das zwischen Plasmamembran und TGN zyklisieren 
 
 
Abb. 10: Schematische Darstellung wichtiger Regionen innerhalb des DHBVpreS. Dargestellt ist die 
duCPD-Rezeptor-Binderegion (As 30-115) 228. Sie unterteilt sich in einen essentiellen Bereich (As 86-115), der 
teilweise eine α-helicale Struktur besitzt (89-104) und einen stabilisierenden, weitestgehend unstrukturierten 
Bereich (As 30-86). Die Wirtsspezifität wird von den As 22-37 bestimmt. Unten ist das myristoylierte Peptid 





Abb. 11: duCPD/gp180. 
Topologie der Peptidase mit 
ihren drei homologen 
Domänen A, B und C. TM 
=Transmembrandomäne, CT = 
Zytoplasmatischer tail 
kann. Es ist daher nur in geringen Konzentrationen auf der 
Zelloberfläche zu finden. Möglicherweise ist dieses Zyklisieren 
der die Geschwindigkeit bestimmende Schritt bei der sehr 
langsamen in vitro Aufnahme des Virus. Genauere 
Untersuchungen der preS-Bindung zu duCPD zeigten, dass die 
Bindung in einem, für Rezeptorinteraktionen bislang 
unbekannten, Zweischrittmechanismus erfolgt. Dabei bildet ein 
für die Bindung absolut erforderlicher Bereich der preS-
Aminosäuren (85-115) mit duCPD zunächst einen Komplex 
von geringer Affinität, der unter der Beteiligung von weiteren 
55 As sukzessive stabilisiert wird. Interessanterweise befindet 
sich im Bereich der As 85-115 eine der zwei α-helicalen Strukturelemente des im ansonsten 
völlig unstrukturierten preS (Abb. 10). Für die Bindung an duCPD scheint dabei die helicale 
Struktur und nicht die Ladungsverteilung innerhalb dieses Bereichs verantwortlich zu sein 
(pers. Mitteilung N. Schmut). Im Zuge der Bindung kommt es zu Strukturveränderungen 
innerhalb der duCPD C-Domäne. Die Rezeptorbindung erfolgt dabei in einer 
„reißverschlussartigen“ Weise, die eine neuartige, von Hepadnaviren entwickelte Lösung sein 
könnte, um dem Immunsystem durch Variation der Seitenketten der Aminosäuren zu 
entkommen, indem sie Schlüsselelemente für eine Ausbildung einer 3D-Struktur 
konservieren. 
Interessanterweise stellte sich bei der Untersuchung von pseudotypisierten Viren mit HHBV/ 
DHBV heraus, dass die für die Wirtsspezifität verantwortliche DHBVpreS-
Aminosäuresequenz (As 22-37) zum Teil außerhalb des duCPD-Bindungsbereichs liegt (Abb. 
10) ( 92 und persönliche Mitteilung von Ishikawa). Um diesen zellulären Faktor, der für die 
Wirtsspezifität von DHBV bzw. HHBV verantwortlich ist, zu adressieren, wurden die von 
DHBVpreS abgeleiteten myristoylierten synthetischen Peptide DHBVpreS/2-41myr, 
DHBVpreS/2-21myr sowie das homologe HHBVpreS/2-44myr-Peptid und das HBVpreS/2-
48myr-Peptid auf ihre Infektionskompetitionsaktivität getestet. Es zeigte sich, dass sowohl 
DHBVpreS/2-41myr als auch HHBVpreS/2-44myr eine Infektion von PDHs schon in 
nanomolaren Konzentrationen inhibieren können. Erstaunlich ist, dass das HHBVpreS/2-44myr  
sogar bei einer niedrigeren Konzentration wirksam ist, als das DHBVpreS/2-41myr: eine 
HHBVpreS/2-44myr Konzentration von 10 nM reicht aus, die Infektion um 50% zu inhibieren. 
Für einen vergleichbaren Effekt benötigt man bei DHBVpreS/2-41myr eine Konzentration von 




Aktivität229. Aufgrund der Tatsache, dass die Peptide die As überdecken, die für die 
Wirtsspezifität zwischen DHBV und HHBV verantwortlich sind (As 22-37), kann man 
vermuten, dass die Peptide den wirtsspezifischen Cofaktor ansprechen. Da jedoch 
HHBVpreS/2-44myr ebenfalls aktiv ist, muss man einen komplexeren Mechanismus 
annehmen.     
 
4.2 Human hepatitis B virus (HBV) 
 
Das Wissen über die frühen Schritte der HBV-Infektion ist im Vergleich zu DHBV deutlich 
geringer. Analog zu DHBV liegt die hohe Wirtsspezifität von HBV ebenfalls in den frühen 
Schritten begründet, da nach transienter Transfektion verschiedener Hepatomzelllinien mit 
übergenomlangen HBV-Plasmiden, infektiöse Virionen gebildet werden können, obgleich die 
produzierenden Zelllinien selbst nicht infizierbar sind40. Mittlerweile weiß man, dass 
insbesondere die preS1-Domäne des L-Proteins für diese frühen Schritte der Infektion von 
besonderer Bedeutung ist. So zeigten Neurath et al., dass die As 10-36 (21-47 Genotyp A) die 
Bindung von HBV an die Oberfläche von HepG2-Zellen vermitteln können (Abb. 12)141 und 
Antikörper gegen dieses Peptid in der Lage sind, eine Bindung an HepG2-Zellen zu 
inhibieren142. Mit Hilfe synthetischer Peptide konnte gezeigt werden, dass innerhalb der As 
10-36 das QLDPAF-Motiv für eine Oberflächenbindung mit HepG2-Zellen von Bedeutung 
ist. Das QLDPAF-Motiv findet sich interessanterweise auch bei anderen viralen, bakteriellen 
und zellulären Proteinen (z.B. HIV vif, CMV1 L, Laminin B1, Heparin cfII, Collagen 4α4), 
die in Zusammenhang mit Adhäsion, Bindung und Fusion gebracht werden154. Welche 
Bedeutung dieses Epitop tatsächlich für eine Rezeptorinteraktion oder andere Schritte im 
Aufnahmeprozess hat, ist unklar.  
HepG2-Zellen können nicht infiziert werden und es ist nicht bekannt, an welchem Schritt der 
Aufnahme HepG2-Zellen einen Defekt besitzen. Zwar zeigten Paran et al., dass HepG2-
Zellen bei Kultivierung in Gegenwart von DMSO mit HBV infiziert werden können154, dies 
konnte jedoch bislang von keiner anderen Gruppe reproduziert werden (persönliche 
Mitteilung von P. Gripon und D. Glebe sowie Erfahrung in der eigenen Gruppe). 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass rekombinante preS1-Peptide spezifisch an 
Plasmamembranen humaner Lebern binden63,165. Monoklonale Ak gegen preS1 wie z.B. 
Ma18/7 (Epitop 20-DPAF-2380) oder 5a19 (26-NTANPDW-32163), die ihre Epitope ebenfalls 




rekombinantem preS1-Peptid an humane Plasmamembranen und an PHHs inhibieren122 als 
auch eine Infektion von Tupaia-Hepatozyten inhibieren62.  
Wichtige Hinweise darauf, welche Bereiche innerhalb des L-Proteins für eine Infektion 
notwendig sind, lieferten Versuche mit mutanten Viren, die eine ganze Reihe von Deletionen 
innerhalb der preS1 und preS2-Domäne trugen109,110. Es stellte sich heraus, dass die As 3-77 
innerhalb von preS1 absolut notwendig für eine erfolgreiche Infektion sind, das Fehlen von 




Abb. 12: Schematische Darstellung wichtiger Bereiche innerhalb des HBV-L-Proteins.  (A) Darstellung des 
gesamten HBV-L-Proteins mit den Domänen S, preS2 und preS1. In der S-Domäne sind die vier TM-Regionen 
sowie die fakultative Glycosylierungsstelle dargestellt. Die Balken unterhalb markieren die folgenden Bereiche: 
(i) HBV-Impfstoff, dieser wird rekombinant hergestellt und umfasst den gesamten S-Bereich. (ii) Die beiden 
Bereiche des Sekretionssignals. Dieses beinhaltet den C-terminalen, zytosolischen Bereich zwischen der TM-
Region I und II sowie den Bereich der As 92-113 zwischen preS1 und preS2. (iii) Der Bereich innerhalb von 
preS1 (As 3-77)109,110, der für die Infektiosität von mutanten Viren notwendig ist. (iv) Die hoch immunogene a-
Determinante zwischen TM III und IV, die auch das Epitop für den konformationellen Ak C20/2 darstellt62. (v) 
Das inhibitorisch aktive Peptid HBVpreS/2-48myr 68. (B) Darstellung wichtiger Bereiche innerhalb von 
HBVpreS/2-48myr: (i) das Neurathpeptid (As 10-36)141, (ii) das Adhäsionsmotiv (As 18-23)154, (iii) der für die 
Wirtsspezifität verantwortliche Bereich (As 21-30)32, (iv) die Epitope der monoklonalen neutralisierenden Ak 
Ma18/779 und 5a19122, (v) die für eine Myristoylierung notwendige Minimalsequenz (As 2-9)50, (vi) das 




Dies ist in Übereinstimmung mit einer Studie, bei der man im Serum von Patienten Viren 
ohne preS2-Region gefunden hatte53. 
Über die Herstellung von chimären Viren und deren Test auf Infektiosität ließ sich zudem ein 
Bereich innerhalb der preS1-Region lokalisieren, der für die Wirtsspezifität von HBV und 
WMHBV verantwortlich ist. Dafür wurden Viren mit chimären L-Proteinen, bestehend aus 
Aminosäure-Sequenzen von HBV und WMHBV hergestellt und ihre Infektiosität auf PHHs 
getestet. Viren, die an der As-Position 21-30 die HBV-Sequenz enthielten waren auf PHHs 
infektiös, solche, die WMHBV-Sequenz enthielten, hatten ihre Infektiosität verloren32.  
Welche Rolle das SHBsAg bei der Virusbindung an den Hepatozyten, der Rezeptorinteraktion 
oder der Membranfusion spielt, ist bislang ungeklärt. Es spricht einiges dafür, dass es 
ebenfalls eine Rolle bei der Virusaufnahme spielt. So stellt rekombinant hergestelltes 
SHBsAg einen wirksamen Impfstoff dar. Zudem ist der monoklonale, konformationelle anti-S 
Antikörper C20/2 in der Lage, die Infektion von Tupaia-Hepatozyten zu inhibieren62. Ebenso 
konnten andere monoklonale Ak gegen HBsAg die Infektion von PHHs mit HDV-Partikeln 
inhibieren198. Abgesehen davon schützen S-Antikörper gegen eine Infektion in vivo83,236. Die 
Bindungsdaten von HBsAg an Hepatozyten sind dagegen widersprüchlicher. Paran et al. 
berichten von einer spezifischen Bindung von S-Partikel an HepG2-Zellen154und auch andere 
Gruppen berichten von HBsAg-Bindung an Hepatozyten83,132. Im Tupaia-System konnte eine 
Bindung von S-Partikel jedoch nur an toten Zellen beobachtet werden63. Dies kann dadurch 
erklärt werden, dass apoptotische Zellen das HBsAg-Bindeprotein Annexin V auf der 
Zelloberfläche exponieren83.  
Analog zu DHBV-Infektionskompetitionstudien von PDHs zeigte sich bei HBV-
Infektionskompetitionsstudien mit HepaRG-Zellen, dass preS1 abgeleitete myristoylierte 
synthetische Peptide in der Lage sind, eine Infektion höchst effizient und 
konzentrationsabhängig zu inhibieren68,72. Interessanterweise stellte man fest, dass dabei das 
Peptid HBVpreS/2-48myr eine Infektion besser inhibieren konnte, als die längeren Varianten 
HBVpreS/2-68myr und HBVpreS/2-78myr. Bei den drei kürzeren Varianten HBVpreS/2-39myr, 
HBVpreS/2-28myr und HBVpreS/2-18myr nahm die Fähigkeit, die Infektion zu inhibieren ab, 
das kürzeste Peptid HBVpreS/2-8myr zeigte keinerlei Aktivität mehr68. Um eine Infektion um 
50% zu inhibieren (IC50), benötigt man eine Konzentration des HBVpreS/2-48myr von nur 8 
nM. Diese Inhibitionskompetenz ist sequenzspezifisch, da myristoylierte, von HHBVpreS 
oder DHBVpreS abgeleitete Peptide die HBV-Infektion nicht inhibieren können.  
Das HBVpreS/2-48myr-Peptid enthält ähnlich wie das im Enten-System inhibitorisch aktive 




preS1. Allerdings kann auch das WMHBVpreS/2-48myr eine Infektion von HepaRG-Zellen 
inhibieren.  
Einen für die Rezeptorinteraktion verantwortlichen Bereich wie den C-terminal gelegenen 
duCPD Bindungsbereich im DHBVpreS konnte man im HBVpreS-Bereich noch nicht 
identifizieren. Eine Vorinkubation der Zellen mit Peptid reicht jedoch schon aus, eine 
Infektion zu verhindern. Dies legt nahe, dass diese Peptide möglicherweise einen Rezeptor 
auf der Zelloberfläche adressieren und diesen inaktivieren. Fehlt die Myristoylierung bei 
HBVpreS/2-48, so erhöht sich die für eine Kompetition notwendige Konzentration um den 
Faktor 1000. Dies ist in Übereinstimmung mit der Tatsache, dass für die in vivo Infektiosität 
von HBV eine Myristoylierung notwendig ist24,71. Mit Peptiden, bei denen die Myristinsäure 
durch längere unverzweigte Fettsäuren ersetzt wurde, verringerte sich der IC50-Wert auf eine 
picomolare Konzentration. Bei einer Verkürzung der Seitenkette erhöhte sich dieser Werte 
wieder68. Für die Wirksamkeit des Myristoylrests ist die exakte Länge also nicht wesentlich, 
da eine Verlängerung das inhibitorische Potential der Peptide sogar verbesserte. 
Möglicherweise ist der Grad der Hydrophobizität für die Aktivität entscheidend.  
Weiterhin unklar ist, ob die HBV-Oberflächenproteine selbst die Membranfusion vermitteln 
oder nur für die Bindung an zelluläre Rezeptoren verantwortlich sind. 2-D NMR Analysen 
von rekombinantem HBVpreS1 führten, ähnlich wie bei DHBVpreS, zu dem Ergebnis, dass 
HBVpreS1 in wässriger Lösung weitestgehend unstrukturiert ist231. Durch den Vergleich der 
Sequenz von Fusionspeptiden anderer Viren mit den Sequenzen der HBV-
Oberflächenproteinen, konnte im N-Terminus des S-Proteins ein hydrophober Bereich, 
bestehend aus 23 As identifiziert werden, der denen anderer Fusionspeptide ähnelt181. Durch 
Versuche mit synthetischen Peptiden mit dieser S-Proteinsequenz konnte gezeigt werden, dass 
diese in der Lage sind, künstliche Lipidvesikel zu fusionieren182,183. Eine Behandlung von 
HBV mit der V8 Protease führte zur Spaltung in der Nachbarschaft dieser 
Fusionspeptidsequenz und einer unspezifischen Bindung der Partikel an HepG2-Zellen117. Die 
Spaltung entfernt jedoch die preS1-Region, sodass eine solche Spaltung, falls sie im 
authentischen Aufnahmeprozess eine Rolle spielt, wahrscheinlich erst nach einer preS 
vermittelten Zellbindung erfolgen müsste. 
Ebenfalls ungeklärt ist, welches zelluläre Protein für HBV tatsächlich als Rezeptor dient. 
Zwar wurden mittlerweile eine Vielzahl an HBV-Bindeproteinen identifiziert (Tab. 3), für 
keines der beschriebenen Proteine konnte jedoch eine funktionelle Evidenz als HBV-Rezeptor 
erbracht werden. Die identifizierten Proteine lassen sich anhand ihrer Affinität zu den drei 




Rezeptorkandidaten dar. Allerdings sind einige der Proteine selbst nicht membranständig, 
sondern im Serum gelöst und binden sowohl an das Virus als auch an den Hepatozyten, 
sodass sie, falls sie überhaupt eine Rolle für den Aufnahmeprozess spielen sollten, eher als 
Adaptorprotein in Frage kommen90,91,120,143,144,224. 
 
Tab. 3: Publizierte HBV-Rezeptorkandidaten. 
 
HBV-Bindeprotein Bindungsbereich Methodik Referenz 
SCCA1 HBVpreS1 Bindung an tetravalentes HBVpreS/21-47 aus  
solubilisierten HepG2 Plasmamembranen 
 a) 38 
Asialoglycoproteinrezeptor  HBVpreS1 Bindung von HBV-Parktikeln an gereinigten 
immobilisierten Asialoglycoproteinrezeptor. 
Korrelation von Bindung und Aufnahme 
radioaktiv markierter HBV-Partikel mit der 
Expression des Asialoglycoproteinrezeptor 
b) 223 






HBVpreS1 Anti-idiotypische Antikörper gegen HBVpreS 




 f) 42 




Als lösliches Bindeprotein aus Serum infizierter 
Patienten 
g) 27 
? HBVpreS1 21-47 Bindung von HBV-Partikel an suspendierte 
HepG2-Zellen. Inhibition durch HBVpreS/21-
47 (Genotyp A) und mit Ak gegen dieses Peptid 
möglich 
i) 142 
Interleukin 6 HBVpreS1 21-47 Bindungsstudien von HBVpreS/21-47 an 
Interleukin 6. Eventuell IL-6 vermittelte 
Bindung an Hepatozyten 
j) 144,  
k) 143 
31 kDa Protein HBVpreS1 21-27 In-situ Liganden „cross-link“ in HepG2-Zellen l) 37 
Fibronectin HBVpreS2  Bindung an anti-ideotypisch anti-preS2 Ak m) 26 
Transferrinrezeptor HBVpreS2 Verwendung antigen-präsentierender T-Zellen. 
Diese binden an HBVpreS2 über 
Transferrinrezeptor 
n) 56 
Polymerisiertes humanes  
Serumalbumin 
HBVpreS2 Bindung von HBVpreS2 an künstlich 
polymerisiertes und monomeres humanes 
Serumalbumin. Dies vermittelt durch Bindung 
an Serumalbuminrezeptor die Bindung an 
Hepatozyten. 
o) 90,  
p) 120  
q)91 
r)224 
Apolipoprotein H HBsAg Liganden Blot Technik/ELISA s) 111 
t) 132  
u) 142 




Endonexin II/Annexin V 
HBV-S/HBsAg Identifizierung durch IEF/SDS_PAGE Far-
Western Analyse. Bestätigung durch 
Bindungsstudien von HBsAg mit 







Beispiel hierfür ist das polymerisierte Serumalbumin oder das IL-6. Drei Proteine binden an 
das bereits erwähnte Neurathpeptid: IL-6, ein 31 kDa Protein sowie ein weiteres nicht 
identifiziertes Protein141. Mit Hilfe antiidiotyoischer Antikörper gegen das Neurathpeptid 
bzw. gegen die preS2-Region wurden das Bindeprotein Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase42,161,162 und Fibronectin entdeckt26. Die Rezeptorkandidaten 
Apolipoprotein H und Annexin V binden an das S-Protein, der Asialoglycoproteinrezeptor 
dagegen an die preS1-Domäne von HBV-Partikeln223. Ein weiteres preS1-Bindeprotein, das 
mit Hilfe eines tetravalenten Derivats des Neurathpeptids aus solubilisierten HepG2-
Plasmamembranen angereichert und identifiziert wurde, ist SCCA138. Neuere Studien 
schlagen für das Protein allerdings eher eine Funktion bei der Karzinogenese vor, als bei der 






Zur Identifizierung und Charakterisierung von viralen und zellulären Komponenten, die an 
einer HBV-Aufnahme in Hepatozyten beteiligt sind, wurde ein dreifacher Ansatz gewählt: 
 
1) Bestimmung und Charakterisierung von denjenigen Bereichen innerhalb der preS1-
Domäne des HBV-L-Proteins, die für die Aufnahme von HBV in Hepatozyten von Bedeutung 
sind.  
Rekombinante Volllänge-HBVpreS/1-108-Proteine sowie Deletionsmutanten und N-terminal 
verkürzte Varianten sollten als Fusionsproteine mit C-terminalem Hexahistidin-Tag (His6) in 
E. coli exprimiert und anschließend aufgereinigt werden. Unter Verwendung der infizierbaren 
Zelllinie HepaRG sollte ein HBV-Infektionskompetitionstest etabliert und die hergestellten 
Proteine auf ihre Fähigkeit getestet werden, eine HBV-Infektion zu inhibieren. Damit sollten 
die für die HBV-Rezeptorbindung notwendigen Bereiche innerhalb von preS1 bestimmt 
werden. 
In einem weiteren Ansatz sollte die rekombinante Herstellung und in vivo Myristoylierung 
von HBVpreS/2-48-Peptiden als GST-Fusionsprotein in E. coli etabliert werden. Mit 
Deletions- und Punktmutanten dieses myristoylierten Fusionsproteins sollten im 
Infektionskompetitionstest diejenigen Aminosäuren identifiziert werden, die für die 
Inhibitionsaktivität des HBVpreS/2-48myr-Peptids verantwortlich sind. 
 
2) Identifizierung und Charakterisierung von spezifischen, zellulären HBVpreS1-
Bindeproteinen mittels zweier biochemischer Ansätze 
In Analogie zu der Aufreinigung des aviären Hepatitis B-Rezeptors aus Entenleberlysaten19, 
sollten spezifisch an HBVpreS1 und das synthetische Peptid HBVpreS/2-48myr bindende 
Membranproteine aus humanen Lebermembranpräparationen mittels Affinitätschromato-
graphie angereichert, massenspektroskopisch identifiziert und auf ihre biologische Relevanz 
hin getestet werden (z.B. Bindung an HBV, Inhibition der Virusaufnahme). 
In einem weiteren biochemischen Ansatz sollten HBVpreS/2-48myr-Bindungspartner auf der 
Plasmamembran von HepaRG-Zellen über eine Quervernetzungs- und Biotinylierungs-






3) Identifizierung und Charakterisierung von intrazellulären Interaktionspartnern der HBV-
Oberflächenproteine mit Hilfe der Tap-Tag-Aufreinigungsmethode 
Der von der Firma Cellzome entwickelte „Tap-Tag“ ermöglicht eine schnelle und effiziente 
Aufreinigung von Proteinkomplexen unter nativen und besonders schonenden Bedingungen in 
einem Zwei-Schritt-Aufreinigungsverfahren177. 
Über adenoviraler Transduktion sollten die HBV-Oberflächenproteine L und S als 
Fusionsprotein mit einem „Tap-Tag“ in HepG2 und HepaRG-Zellen exprimiert und 
intrazelluläre Bindeproteine angereichert, massenspektroskopisch identifiziert und ihre 
Funktion im viralen Lebenszyklus ermittelt werden  
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D. Material und Methoden 
 




HepG2 (humane Hepatoblastomlinie ohne HBV-Integrat) Knowles et al., 1980 98 
HepG2.2.15 (humane Hepatoblstomlinie mit HBV-Integrat) Sells et al., 1988 196 
HepaRG (HBV infizierbare Hepatomzellinie) Gripon et al., 2002 73 




E. coli DH5α BRL 
E. coli M15 (pRep4) Diagen 
E. coli Top10 Invitrogen 




2.1 Geräte  
 
ABI PRISM, 310 Genetic Analyzer Applied Biosystems 
Absaugpumpe Vaccuubrand 
Analysenwaage Kern 
Autoklav, 5050 ELV Tuttnauer Systec 
Brutschrank (28°C oder 30°C) Binder 
Brutschrank (37°C) Heraeus 
Centricon-10 Concentrators Amicon 
CH-aktivierte Spharose Amersham Pharmacia 
Chromatographie-Säulen Amersham Pharmacia 
CovaLink NH Module Platten Nunc 
Destillationsanlage, Pure Lab Plus ELGA 




(Glas bzw. Aluminium) 
Amersham Pharmacia (Hoefer) 
Elektrophoresekammern EMBL86 (V150), Amersham Pharmacia 
(Hoefer): „Mighty Small“ 
Feinwaage  Kern 
EmulsiFlex-C5 Homogenizer Avestin 
Filmentwicklungskammern Rego 




FPLC Amersham Pharmacia 
Fraktionssammler Amersham Pharmacia 
Fritte (Glas) Schott 
Gene Pulser Biorad 
Gewebekulturflaschen (75 bzw. 25 cm2) Greiner 
Gewebekulturschalen (60mm x 1,5cm ;  
145mm x 2cm) 
Greiner 
Glasbehältnisse Schott 
Heizblock, Ori-Block OB-3 Techne 
J2-21M/E Centrifuge (JA-14/JA-20) Beckman 
Kamerasystem INTAS 
Kryo-Gefäße Greiner 
Kühlschränke (4°C/-20°C) Liebherr 
Küvetten für Elektroporation (0,2cm) Biorad 
Lichtmikroskop, Axiovert25 Zeiss 
Magnetic Beads Dynal 
Magnetheizrührer, Combimag RCO IKA 
Mikrowelle Daewoo 
Mixer (5432), Thermomixer compact Eppendorf 
Neubauer Zählkammer Neubauer  
Improved; 0,1mm Tiefe, 0,0025mm2 
Assistent Germany 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging 
Pasteur Pipetten WU  Mainz 
PCR Express Thermo Hybaid 
Peristaltische Pumpe, 12000 Vario Perpex LKB Brumma 
PD10 Säulen Amersham Pharmacia Biotech 
pH-Meter (632) Metrohm 
Photometer (DNA/Proteine)  Eppendorf, Amersham Pharmacia 
Photometer OD600nm (DU 7400) Beckman 
Pipetten Gilson 
Pipettierhilfen Hirschmann, Integra Biosciences 
Polystyrol Reaktionsgefäße (15 bzw. 50ml) Falcon 
Power Supply Monacor, LKB Brumma, Amersham 
Pharmacia  
Quantity 1  BioRad 
Reaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf, Sarstedt 
Röntgenfilme  Kodak 
Rotierer (Sample Mixer) Dynal 
Schreiber Amersham Pharmacia 
Schüttler (30°C), Certomat BS-1 B.Braun Biotech International 
Schüttler (RT/ 4°C) GFL, Heidolph 
Schüttler für Bakterienkulturen (37°C) GFL, Infors 
Sterilbank, NapFlow  NapCo 
Sterilfilter Fisherbrand 
Sterilfilterflaschen (500ml/Nalgene) Nalge Nunc 
Sterilplastikpipetten (Zellkultur) Sarstedt 
Stickstoffbehälter, Cry300 Thermo Forma 
TC-Plate 6-well Greiner 
Tiefkühlschrank –80°C Nap Coil 
Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad 
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UV-Leuchttisch INTAS, Vilber Lourmat 
Vacuu Hand Control Vacuubrand 
Vector NTI InforMax 
Vortexer Bender + Hobein AG, Neolab 
Waage Kern 
Wasserbad Medingen, Braun 
Zellzähler IVO 
Zentrifuge (Zellkultur), Biofuge Heraeus 
Zentrifuge (Zellkultur), Multifuge3 S-R Heraeus 
Zentrifuge, Modell 101E-K-UT Runne Heidelberg 
 
2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 
Acrylamid/Bisacrylamid 






Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth 
Ammoniumsulfat Gerbu 
Ampicillin Sigma 
Aqua ad iniectabilia Braun 
Bacto-Agar Difco 
Bacto-Trypton Difco 
Bacto-Yeast Extract Difco 





BSA (Rinderserumalbumin) Roth 
BSA „fatty acid free“ Roche 
Caesiumchlorid Sigma 
Calmodulin-Beads Stratagene 
Centricon 3 YM Amicon 
CH Sepharose 4B Amersham Pharmacia 
Coomassie brilliant blue G250 Sigma 




Di- Kaliumhydrogenphosphat Merck 
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) J.T.Baker 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck 





DMEM (Dulbecco`s modified Eagles medium)  Invitrogen 
DMSO  
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DTT (Dithiothreitol) Biovectra 





Ethanol absolut Riedel de Haen 
Ethanol vergällt 99% Chemikalienlager 
Ethidiumbromid Sigma 
Ex-Cell-Medium 405 
 (Insect Serum-Free-Medium) 
JRH Biosciences 
FCS (fetal calf serum) Invitrogen 
Factor Xa Roche 
Formaldehyd, 37% J.T. Baker  
Gelfiltrations-Standard Biorad 
GFP green fluorescent protein 
Giemsa-Lösung Serva 
Glucose, D(+) Merck 
Glutamin-Lösung (200mM)/Zellkultur, L- Gibco 
Glutamin, L- Invitrogen 
Glycerin 99,5% J.T.Baker 
Glycin p.a. min. 99% Glykokoll AppliChem 
GSH Sigma 
GSH-Agarose Amersham Pharmacia Biotech 





HBS 2x Becton Dickinson 
Hydrocortison Sigma 
N-Hydroxysulfosuccinimid (NHS) Pierce 












LipofectamineTM 2000 Reagent Invitrogen 
Magermilchpulver Roth 
Methanol 100% Chemikalienlager 
Myristat Sigma 
Naldixinsäure Sigma 
Natriumacetat J.T. Baker 
Natriumbicarbonat-Lösung (NaHCO3/ 7,5%) Gibco 
Natriumcarbonat, wasserfrei AppliChem 





Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck 
Natriumhydroxid J.T. Baker 
Natriumthiosulfat-5-Hydrat p.a. Grüssing 
Nickelsulfat-6-Hydrat Riedl-de-Haën 
(NTA)-Superflow-Matrix Qiagen 
Nitrozellulose-Membran (0,2µm, 0,4µm) Schell und Schleicher 
NP40 Sigma 
Oktylglucosid Alexis 
Orange G Sigma 
Parafilm Serva 
Pepton, Select Peptone 140 Gibco 
PEG 8000 Sigma 
PMSF Sigma 
Proteaseinhibitor Cocktail Roche 
PVDF-Membran Schleicher & Schüll 






SDS (Natriumdodecylsulfat) Serva 
Silbernitrat AppliChem 
Saccharose, D(+) Roth 
Sterilfilter  Schleicher & Schüll 




TEV-Protease EMBL  
Tricin  Sigma 
Tris (Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan Roth 
Triton X100 Serva 
Trypanblau Sigma 
Tween 20 Roth 
Wasserstoffperoxid Merck 




Ampicillin       Sigma 
Chloramphenicol     Sigma 
Kanamycin      Serva 
Penicillin      Sigma 









Deep Vent Polymerase (exo+)    New England Biolabs (NEB) 
Calf Intestine Phosphatase,     New England Biolabs (NEB) 
T4-DNA Ligase      MBI Fermentas 
Klenow-Fragment Polymerase    Roche 
DNase I       Roche 
Shrimp Alkaline Phosphatse (SAP)    New England Biolabs (NEB) 
Alle verwendeten Restrikionsenzyme  New England Biolabs (NEB) 
RNase A      Boehringer 
Taq-Polymerase     Roche 
Trypsin      Gibco 
Lysozym      Sigma 
Endopeptidas Faktor Xa    Roche 
TEV        EMBL protein purification facility 
 
2.5 Antikörper und Antiseren 
 
2.5.1 Primärantikörper 
Antikörper Erkennungsbereich/ Bemerkung Referenz 
Ma18/7 Monoklonaler Ak gegen HBVpreS1. Epitop: 20-DPAF-
24 
Heermann et al.,80 
5a19 Monoklonaler Ak gegen HBVpreS1. Epitop: 26-
NTANPDW-32 
Pizarro et al., 163 
H863 Polyklonaler Ak gegen HBVpreS1/2 S.Urban 
Q19/10 Monoklaonaler Ak gegen phosphoryliertes MHBsAg H. Gerlich 
goat anti HBsAg anti-HBsAg mit Spezifität (ad/ay), Affinitätsgereinigt Fitzgerald 
7C12 Monoklonaler Antikörper gegen das DHBV-S-Protein. 
Hybridomüberstand 1/10000 verdünnt 
Pugh et al., 169 
1H1 Monoklonaler Antikörper gegen das DHBVpreS-
Protein. 
Hybridomüberstand 1/10000 verdünnt 
Pugh et al., 
169 




Das Serum D887/41586 wurde nach Immunisierung 
eines Kaninchens mit denaturiertem, rekom., löslichem 
duCPD (exprimiert im Baculosystem) gewonnen. 
S.Urban 
huCPD Polyklonaler Ak, generiert gegen lösliches huCPD S.Urban 
SCCA1 Monoklonaler Ak gegen SCCA1 G.A. Silverman 
SCCA2 Monoklonaler Ak gegen SCCA2 G.A. Silverman 
anti-TAP Peroxidase konjugierter IgG-Ak Sigma 
Hsc 70 Monoklonaler Ak gegen Hsc70 B. Bukau 
Hsc 90 Monoklonaler Ak gegen Hsc90 B. Bukau 
 




Antikörper Erkennungsbereich/ Bemerkung Referenz 
Goat-anti-Rabbit (GαR p.o.) Peroxidase konjugierter Ziegen- 
anti- Kaninchen- Antikörper 
Dianova 
Goat-anti-Mouse (GαM p.o.) Peroxidase konjugierter Ziegen- 
anti- Maus- Antikörper 
Dianova 






 Oligonucleotide für His Proteine   
Bezeichnen Sequenz 5`-3` Anzahl 
der Bp  
Laborinterne 
Nummer 
HupreS1BgIIIuni TAC ATC AGA TCT ATG GGG CAG AAT CTT 
TCC ACC 
33 31 
HupreS1HIIIrev TAC CCA AGC TTA GGC CTG AGG ATG AGT 
GTT TC 
32 30 
HupreS1d3-7uni TAC ATC AGA TCT ATG GGA AGC AAT CCT 
CTG GGA TTC 
36 12 
HupreS1Bglll9uni TAC ATC AGA TCT AAT CCT CTG GGA TTC 




TAC ATC AGA TCT  TTG GAT CCA GCC TTC 




TAC ATC  AGA TCT AAT CCA GAT TGG GAC 




TAC ATC AGA TCT GAC ACC TGG CCA GAC 




TAC ATC  AGA TCT GCT GGA GCA TTC GGG 
CTG GGT TTC 
 
36 36 
Oligonucleotide für GST Fusionsproteine   
HupreS1BgIIIuni TAC ATC AGA TCT ATG GGG CAG AAT CTT 
TCC ACC 
33 31 
HupreS48XaEcoR1rev GAT CGA ATT CAC GAC CTT CGA TTC CTA 
CCT TGT TGG CGT CTG GCC AGG 
48 52 
GSTEcoR1uni GAT CGA ATT CAT GTC CCC TAT ACT AGG 
TTA TTG G 
34 50 
GSTBamH1rev GAT CGG ATC CTC AAC GCG GAA CCA GAT 




GGA ATT CCA TAT GGG GCA GAA TCT TTC 




CGG GGT ACC TCA ACG CGG AAC CAG ATC 
CGA TTT TGG AGG 
39 77 
HupreS1d5-9uniNde GGA ATT CCA TAT GGG GCA GAA TCC TCT 
GGG ATT CTT C 
36 121 
HupreS1d11-15uniNde GGA ATT CCA TAT GGG GCA GAA TCT TTC 
CAC CAG CAA TCC CGA CCA CCA GT 
50 122 
HupreS1d17-21uni CTG GGA TTC TTT CCC GAC GCC TTC AGA 
GCA AAC ACC 
36 132 
HupreS1d17-21rev GGT GTT TGC TCT GAA GGC GTC GGG AAA 
GAA TCC CAG 
36 124 
HBVpreSd23-27uni CAC CAG TTG GAT CCA GCC GCA AAT CCA 
GAT TGG GAC 
36 182 
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HBVpreSd23-27rev GTC CCA ATC TGG ATT TGC GGC TGG ATC 
CAA CTG GTG 
36 183 
HupreS1d29-33uni TTC AGA GCA AAC ACC GCA TTC AAT CCC 
AAC AAG GAC 
36 118 
HupreS1d29-33rev GTC CTT GTT GGG ATT GAA TGC GGT TGG 
TGC TCT GAA 
36 119 
HupreS1d35-39uni AAT CCA GAT TGG GAC TTC ACC TGG CCA 
GAC GCC AAC 
36 115 
HupreS1d35-39rev GTT GGC GTC TGG CCA GGT AGA GTC CCA 
ATC TGG ATT 
36 116 
HupreS1d41-45uni AAT CCC AAC AAG GAC ACC AAG GTA GGA 
ATC GAA GGT 
36 120 
HupreS1d41-45rev ACC TTC GAT TCC TAC CTT GGT GTC CTT 
GTT GGG ATT 
36 117 
HBVpreS/R24toG/uni TTG GAT CCA GCC TTC GGA GCA AAC ACC 
GCA AAT 
36 184 
HBVpreS/R24toG/rev ATT TGC GGT GTT TGC TCC GAA GGC TGG 
ATC CAA 
36 185 
HBVpreS/L11toR/uni TCC ACC AGC AAT CCT CGG GGA TTC TTT 
CCC GAC 
36 186 
HBVpreS/L11toR/rev GTC GGG AAA GAA TCC CCG AGG ATT GCT 
GGT GGA 
36 187 
HBVpreS/G12toE/uni ACC AGC AAT CCT CTG GAA TTC TTT CCC 
GAC CAC 
36 188 
HBVpreS/G12toE/rev GTG GTC GGG AAA GAA TTC CAG AGG ATT 
GCT GGT 
36 189 





CTG GTG GTC GGG AAA GGA TCC CAG AGG 
ATT GCT 
36 191 
HBVpreS/F13F14toS/uni AGC AAT CCT CTG GGA TCC TCT CCC GAC 
CAC CAG TTG 
36 192 
HBVpreS/F13F14toS/rev CAA CTG GTG GTC GGG AGA GGA TCC CAG 
AGG ATT GCT 
36 193 
depreSnde1uni GGA ATT CCA TAT GGG GCA ACA TCC AGC 
AAA ATC AAT G 
37 127 
DepreS/hupreSuni ATG GAC GTC AGA CGG ATA GAA GAC CAC 
CAG TTG GAT CCA 
39 128 
HupreS/depreSrev TGG ATC CAA CTG GTG GTC TTC TAT CCG 
TCT GAC GTC 
36 129 
DpreS38-44Xa AAG TTT CCA ACA CTA GAT ATC GAA GGT 
CGT GAA TCC 
36 161 
XaDepreS44-38 GAA TTC ACG ACC TTC GAT ATC TAG TGT 
TGG AAA CTT 
36 162 
WHVpreS1NdeIuni GGA ATT CCA TAT GGG CAA CAA CAT AAA 
AGT CAC C 
34 163 
WHV90XaGSTuni TTG GTC AAC AGG GAT CCT ATC GAA GGT 
CGT GAA TTC 
36 177 
GSTXaWHV90rev GAA TTC AGC ACC TTC GAT AGG ATC CCT 
GTT GAC CAA 
36 178 
GSTseq.rev CCT TCA TCG CGC TCA TAC 17 126 
Oligonucleotide für rekombinante Adenoviren     
HupreS1BgIIIuni TAC ATC AGA TCT ATG GGG CAG AAT CTT 
TCC ACC 
33 31 
HuSBglIIrev-nostop TAC ATC AGA TCT AAT GTA TAC CCA AAG 
ACA AAA G 
34 43 
HuSBglIIuni TAC ATC AGA TCT ATG GAG AAC ATC ACA 
TCA GGA 
33  44 
DpreSBglIIuni TCA ATC AGA TCT ATG GGG CAA CAT CCA 35 45 
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GCA AAA TC 
DSBglIIrev-nostop 
 
TAC ATC AGA TCT ACT CTT GTA AAA AAG 
AGC AGA CAG 
36 47 






Hergestellte Plasmide Verwendung 
His Tag PreS Proteine  
pQE40HBVpreS/1-108(His)6 WT His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/1-108(His)6 ∆3-7 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/1-108(His)6 ∆23-27 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/1-108(His)6 ∆43-47 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/1-108(His)6 ∆63-67 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/1-108(His)6 ∆83-87 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/1-108(His)6   
∆3-7/43-47 
His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/9-108(His)6 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/19-108(His)6 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/29-108(His)6 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/39-108(His)6 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/49-108(His)6 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40HBVpreS/1-108(His)6 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pQE40DHBVpreS/1-165(His)6 His-Tag Proteinexpression in E. coli 
Tap-Tag Plasmide His-Tag Proteinexpression in E. coli 
pcDNA3.1/Zeo(-)-CTapHBV-L WT Proteinexpression in Säugerzellen 
pcDNA3.1/Zeo(-)-CTapHBV-L ∆23-27 Proteinexpression in Säugerzellen 
pcDNA3.1/Zeo(-)-CTapHBV-S Proteinexpression in Säugerzellen 
pcDNA3.1/Zeo(-)-CTapDHBV-L Proteinexpression in Säugerzellen 
pcDNA3.1/Zeo(-)-CTapDHBV-S Proteinexpression in Säugerzellen 
pAdTrack-CMV-HBV-L-Tap WT Shuttle-Vektor für Rekombination mit pAdEasy 
Vektor in E. coli 
pAdTrack-CMV-HBV-L-Tap ∆23-27 Shuttle-Vektor für Rekombination mit pAdEasy 
Vektor in E. coli 
pAdTrack-CMV-HBV-S-Tap Shuttle-Vektor für Rekombination mit pAdEasy 
Vektor in E. coli 
pAdTrack-CMV-DHBV-L-Tap Shuttle-Vektor für Rekombination mit pAdEasy 
Vektor in E. coli 
pAdTrack-CMV-DHBV-S-Tap Shuttle-Vektor für Rekombination mit pAdEasy 
Vektor in E. coli 
pAdTrack-CMV-HBV-L-Tap-rec WT- Rekombinierter Vektor zur herstellung von 
Adenoviren 
pAdTrack-CMV-HBV-L-Tap-rec ∆23-27 Rekombinierter Vektor zur herstellung von 
Adenoviren 
pAdTrack-CMV-HBV-S-Tap-rec Rekombinierter Vektor zur herstellung von 
Adenoviren 
pAdTrack-CMV-DHBV-L-Tap-rec Rekombinierter Vektor zur herstellung von 
Adenoviren 
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pAdTrack-CMV-DHBV-S-Tap-rec Rekombinierter Vektor zur herstellung von 
Adenoviren 
Myristoylierte GST-Fusionsproteine  
pBB131 NMT Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST WT Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST ∆5-9 Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST ∆11-15 Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST ∆17-21 Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST ∆23-27 Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST ∆29-33 Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST ∆35-39 Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST ∆41-45 Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST L11R Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST G12E Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST F13S Expression in E. coli 
pBB132HBVpreS/1-48XaGST F13S+F14S Expression in E. coli 
 
2.8 Medien, Puffer und Lösungen 
 
Affinitätschromatographie mit Ni 2+-NTA 
 





 6 M   Guanidinhydrochlorid 
 100 mM  NaPi 




 7 M   Harnstoff (Urea) 
 100 mM  NaPi 




 7 M   Harnstoff 
 100 mM  NaPi 




 7 M   Harnstoff 
 100 mM  NaPi 
 50 mM Tris/Cl 
 250 mM  Imidazol; in aqua bidest., pH 6,3 
 





 1) 0,5 M    EDTA 
 2) 100 mM  NaSO4 
 
Ammoniumacetat-Lösung (10,5 M) 
 
 10,5 M  Ammoniumacetat 
 






 1 g   Ampicillin 
  ad 10 ml mit aqua bidest. (f.c. 100 mg/ml) 
 
Lösung sterilfiltrieren, 500 µl Aliquots bei -80°C aufbewahren; zum Gebrauch 




1,25 g  Kanamycinsulfat 
ad 50 ml mit aqua bidest. 
 




100 mg  APS 
ad 1000 µl aqua bidest. 
 
Eine Woche im Kühlschrank haltbar; bei längerer Lagerung bei -20°C aufbewahren. 
 
„Bluebuffer“ für Agarosegel-Probenpuffer 
 
 0,2% Bromphenolblau 
 0,2%  Xylencyanol 
 60%  Glycerol 
 60 mM  EDTA  
 
Colloidales Comassie  
 
Lösung A  
 
 2% (v/v)   ortho-Phosphorsäure 
 10% (w/v)   Ammoniumsulfat 
 16 ml        ortho-Phosphorsäure werden zu 768 ml ddH2O gegeben. Darin 
werden anschließend 80 g Ammoniumsulfat gelöst.  






 5% (w/v)  Coomassie Brilian Blue G250 Lösung 
 1 g    Coomassie Brilian Blue G250 wird in 250 ml ddH2O unter 








Vor Gebrauch werden zu 800 ml Lösung C unter Rühren 200 ml Methanol 
gegeben  
  
Coomassie-Blau Färbelösung für Protein-Polyacrylamidgele (500ml) 
 
 1 g   Coomassie brilliant blue R250 in 237,5 ml Methanol lösen 
 + 212,5 ml   aqua bidest. 
 + 50 ml  HAc 
 
 Lösung kann mehrfach verwendet werden. Lagerung bei RT. 
 
Coomassie-Blau Entfärbelösung (1000 ml) 
 
 25%  Methanol (250 ml) 
 10%  HAc (100 ml) 
 
 ad 1000 ml mit aqua bidest. 
 Gut mischen und Lagerung bei RT. 
 
CsCl-Gradient für Adenovirenreinigung 
 




Tab. 4: Herstellung eines 0,1 M Natriumphosphatpuffers bei 25°C aus 1 M Stammlösungen in aqua 
bidest. (pH ist nach Henderson-Hasselbalch-Gleichung kalkuliert) Nach Zugabe beider Stammlösungen ad 
1000ml mit aqua bidest.  
 
pH Volumen von 1 M Na2HPO4 
(ml) 
Volumen von 1 M NaH2PO4 
(ml) 
5,8 7,9 92,1 
6,0 12,0 88,0 
6,2 17,8 82,2 
6,4 25,5 74,5 
6,6 35,2 64,8 
6,8 46,3 53,7 
7,0 57,7 42,3 
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7,2 68,4 31,6 
7,4 77,4 22,6 
7,6 84,5 15,5 
7,8 89,6 10,4 
8,0 93,2 6,8 
 
DNA-Probenpuffer für Agarosegelelektrophorese (6x) 
 
100 µl  “Bluebuffer” 
+ 600 µl  Glycerol (99,5%) 
+ 120 µl 0,5 M EDTA 
+ 180 µl  H2O 
 






0,08 g   3-Aminophtalhydrazide 
in 1,8 ml  DMSO lösen 
ad 100 ml mit aqua bidest. 
 




0,014 g  p-Coumarin Säure 
in 1 ml  DMSO lösen 
ad 100 ml mit aqua bidest. 
 




Zu 48,6 ml 100 mM Tris, pH 9,35 (autoklaviert) entsprechende Aliquots der 
Lösungen A und B   




50 ml 100 mM  Tris, pH 9,35 (autoklaviert) 
+ 6µl   H2O2 (30%) 
 












 500 mM, pH 8,0 
 
 186,1 g  EDTA-Dihydrat 
 + 800 ml  aqua bidest. 
 
pH mit NaOH einstellen, erst dann erfolgt vollständige Auflösung. Ad 1000 ml mit 




1 g   Ethidiumbromid 
ad 100 ml mit aqua bidest. 
 
In brauner Schliffflasche bei RT aufbewahren; Abfälle getrennt entsorgen; Vorsicht: 
carcinogen. 
 
Faktor Xa Spaltpuffer 
 
1x   PBS 
25 mM  GSH 




Laufpuffer für S75 Gelfiltration der HBVpreS(His)6-Proteinen 
   
4 M   Harnstoff 
150 mM  NaCl 
20 mM  Na-Phosphat, pH 7,4 
   
GST-Elutionspuffer 
 
25 mM  GSH in PBS 
 




150 mM  NaCl 




0,1 M   Natrium Acetat 










0,1 M   Tris/HCl pH 8 
0,5 M  NaCl  
 




0,1 M   Na-Pi, pH 7.4 
 
Puffer B  
  












 238 mg  IPTG 
 ad 1 ml mit aqua bidest. 
 




TfB1 pH 5,8 (100 ml) 
 
0,03 M  Kaliumacetat 
0,05 M  Manganchlorid 
0,1 M   Rubidiumchlorid 
0,01 M  Calciumchlorid 




0,01 M  Na-MOPS pH7 
0,075 M CaCl2 







Material und Methoden 
 
53
Medien zur Kultivierung von Bakterien 
 
Standard I- Medium 
 
25 g   Standard-I-Nährboullion 
ad 1000 ml mit aqua bidest. 
 
nach Auflösen des Nährboullions sofort autoklavieren, Lagerung bei 4°C. 
  
TB- Medium (Terrific Broth (nach Tartof und Hobbs, 1987)) 
 
 12 g    Bacto-Trypton 
 + 24 g  Bacto-Yeast-Extract 
 + 4 ml  Glycerol, 87% 
 ad 900 ml mit aqua bidest. 
 
Lösung sofort autoklavieren und vor Gebrauch mit 100 ml sterilem 10x Kalium-
Phosphatpuffer für TB-Medium versetzen. Medium innerhalb von 2 Wochen 




0,25 STM  
 
 25 M   Sacharose  
 5 mM   Tris/HCl pH 7.2-7.6 
 1 mM   MgCl2  
 Proteaseinhibitor Cocktail (Roche) 
 
1,42 M STM  
 
 1,42 M   Sacharose  
 5 mM   Tris/HCl pH 7.2-7.6 
 1 mM   MgCl2 
 
2 M STM  
 
 2 M    Sacharose  
 5 mM   Tris/HCl pH 7.2-7.6 




 1%    Oktylglucosid 
 20 mM   NaPi  pH 7,4 











Lösung I (GET) 
 
50 mM   Glucose 
10 mM   EDTA (0,5M Stammlsg), ph8,0 
25 mM   Tris/Cl, pH8,0 
  
in aqua bidest.; Lösung autoklavieren (Gelbfärbung möglich) oder 
sterilfiltrieren. 
 
Lösung II (Lysispuffer) 
 
0,2 M  NaOH 
1%  SDS 
 
in aqua bidest, Lösung frisch ansetzen. 
 
Lösung III  
 
3 M   Kaliumacetat in aqua bidest.; pH 4,8 mit Essigsäure einstellen. 
Lagerung bei 4°C. 
   
Myristat-Stammlösung (100x)  
  
5 mM  Natrium Myristat (Sigma M-8005) 
0,6 mM  BSA „fatty acid free“ (Roche, Cat. No. 735 078) 
  
Herstellung 
1) 4x eine wässrige Lösung mit je 1.98 g BSA in 30 ml Wasser  bei 37°C ansetzen.  
2) 228 mg Natrium Myristat in 17,5 ml Wasser bei 60 °C lösen (50 mM). Unter Rühren erst 2 
ml NaOH (1N) zugeben, dann 0,5 ml HCl (1N). Die Lösung wieder auf 60 °C bringen und 
anschließend wieder für 15 sek. bei RT abkühlen.  
3) Je 5 ml der klaren Lösung zu 4 ml der BSA Lösung unter Rühren zugegeben und auf ein 
Endvolumen von 50 ml bringen. Zur Aufbewahrung wurde Lösung bei -20 °C einfrieren.   
 
Naldixinsäure-Stammlösung (50 µg/ml) 
 
0,5 mg  Naldixinsäure 




 400 g  NaCl 
+ 10 g  KCl 
+ 57,5 g  Na2HPO4-Dihydrat 
+ 10 g  KH2PO4 
 
 Auflösen in 3 l aqua bidest., autoklavieren und mit sterilem Wasser auf 5 l auffüllen. 
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Polyacrylamid Gelelektrophoresepuffer (PAGE) 
 
Sammelgelpuffer (4x) für SDS-PAGE  (nach Laemmli (1970)) 
 
500 mM   Tris/Cl, pH6,8 
0,4%   SDS 
0,01%   Natriumazid 
 
in aqua bidest.; Lagerung bei RT. 
 
Trenngelpuffer (4x)  für SDS- PAGE  (nach Laemmli (1970)) 
 
1,5 M   Tris/Cl, pH 8,80 
0,4%   SDS 
 0,01%  NaN3 
 
in aqua bidest., Lagerung bei RT. 
 
Gelpuffer (3x)  für Tricin-PAGE (nach Schägger und v. Jagow (1987)) 
 
3 M    Tris/Cl, pH8,45 
0,3%   SDS 
 
in aqua bidest.; bei RT lagern; gegebenenfalls 0,01% Natriumazid zusetzen. 
 
10x Anodenpuffer für Tricin-PAGE (nach Schägger und v. Jagow) 
 
2 M Tris/Cl,  pH 8,90 
in aqua bidest.; bei RT lagern. 
  
10x Kathodenpuffer für Tricin-PAGE (nach Schägger und v.Jagow (1987)) 
 
1 M    Tris 
1 M    Tricin 
1%    SDS 
 
in aqua bidest., pH stellt sich auf 8,25 ein.Lagerung bei RT. 
 
10x Laufpuffer für SDS-PAGE nach Laemmli 
30,28 g   Tris 
+ 144 g   Glycin 
+ 10 g   SDS 
+ 100 mg   NaN3 
ad 1000 ml mit aqua bidest. 
 
pH stellt sich automatisch auf 8,30 ein. Vor Gebrauch 1:10 verdünnen. 










 50 mM   Tris/HCl pH 7.4 
 150 mM   NaCl 
 1%   NP 40 




 200 mM  Tris/Cl, pH 6,8 
 6%  SDS 
 20%   Glycerol 
 10%   DTT 
 + 0,1 mg/ml   Bromphenolblau 
+ 0,1 mg/ml   Orange G 
 
in aqua bidest.; aliquotiert bei –20°C lagern. Den Proteinproben 1:2 zusetzen. 
 
Silberfärbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen: 
 
Silbernitrat-Stammlösung (20%) für die Silberfärbung  
 
 20 g   Silbernitrat 
 ad 100 ml mit aqua bidest. 
 
 Lösung lichtgeschützt bei RT aufbewahren. 
 
 Alle Lösungen frisch ansetzen und direkt verwenden. 
 
FIXierlsg. I FIXierlsg. II FIXierlsg. III 
 
50ml Methanol 
            12% Eisessig 
ad 100 ml mit aqua bidest. 
 
10% Ethanol 
  5% Eisessig 




ad 100 ml mit aqua bidest. 
Imprägnierlsg. (A) Färbe-Lsg. (B) Entwickler-Lsg. (C) 
 
500 ml aqua bidest. 
+250 µl Formaldehyd (37%) 
+210 µl Natriumthiosulfat (43%) 
 
500 ml  0,2% Silbernitrat 
+ 250 µl Formaldehyd (37%) 
 
250 ml aqua bidest. 
+ 250 ml 6% Natriumcarbonat 
+ 250 µl Formaldehyd (37%) 
+ 3 µl Natriumthiosulfat (43%) 
 
 
Spaltpuffer für Faktor Xa Verdau 
 
 PBS 
 25 mM GSH 
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Standard I- Agarplatten 
 
25 g  Standard-I Nährboullion 
+ 15 g   Bacto-Agar 
ad 1000 ml mit aqua bidest. 
 
Nach dem Lösen des Nährboullions sofort autoklavieren. Aschließend abkühlen lassen 
auf etwa 60°C, entsprechendes Antibiotikum zugeben (25 µg/ml Zeocin; 1:1000 
Ampicillin) und Platten gießen. Lagerung kopfüber bei 4°C. 
 
 
TAE (50x) für Agarosegelelektrophorese 
 
 242 g  Tris 
 + 57,1 ml  HAc 
 + 100 ml 0,5 M  EDTA-Stammlösung (pH 8,0) 
 ad 1000 ml mit aqua bidest. 




Lysepuffer IPP 150 
 
 10 mM   Tris-HCl, pH 8.0 
 150 mM   NaCl 
 0,1%    NP40  
 2 mM    EDTA 




 10 mM   Tris-HCl, pH 8.0 
 150 mM   NaCl 
 0,1%    NP40  
 0,5 mM   EDTA 




 10 mM   Tris-HCl, pH 8.0 
 150 mM   NaCl 
 0,1%    NP40  
 1 mM    Mg-Acetat 
 1 mM    Imidazol 
 2 mM    CaCl2 
 10 mM   β-Mercaptoethanol 
 
TCA, 100% (w/v) 
 
500 g  TCA  
ad 500 ml aqua bidest. 
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TBS (10x) (5000ml) 
 
 400 g  NaCl 
 + 121 g  Tris  
 ad 5000 ml mit aqua bidest.; pH sollte bei 8,0 liegen. 
 




2 M  Ca3(PO4)2 
2x   HBS 
 
Western Blot Lösungen  
 
Transferpuffer für Western Blot mit SDS-PAGE (nach Bjerrum und Schafer-Nielsen) ( 
 
 11,64 g   Tris 
 + 5,86 g   Glycin 
 + 7,5 ml   10% SDS 
 + 200 ml   Methanol 
 ad 2000 ml mit aqua bidest., pH sollte zwischen 9,0 und 9,4 liegen. Lagerung 
bei RT: 
 
TBS (1x) / 0,05% Tween (Waschpuffer)  
 
 100 ml   10x TBS 
 + 500 µl   Tween 20 
 ad 1000 ml mit aqua bidest.;  
 
 Lösung gut mischen, Lagerung bei RT. 
 
Lösung zur Absättigung der Membran 
 
 5%    Magermilchpulver (w/v) in TBS/Tween 0,05% 
 2 g    Magermilchpulver  
 + 40 ml   TBS/Tween 0,05% 
 
2.9 Marker und Standards 
 
 Gelfiltrations-Standard (Biorad): 
 





Gamma Globulin 158 
Ovalbumin 44 
Myoglobin 17 
Vitamin B-12 1,35 


























Proteinmarker für SDS-PAGE (Amersham Biosciences) 
    
Tab. 5: Standardproteine, ihre farbliche Erscheinung im Gel und das entsprechende MW. 
Standardproteine 
 








Myosin Blau 220  
Phosphorylase b Braun 97  
Rinderserumalbumin Rot 66  
Ovalbumin Gelb 45 45 
Carboanhydrase Orange 30 30 
Trypsininhibitor Blau 20.1 20.1 
Lysozym Rotbraun 14.3 14.3 
Aprotinin hellblau  6.5 
Insulin β-Kette Blau  3.5 
Insulin α-Kette blau  2.5 
         
 
Von links nach rechts: Gene ruler™ ladder mix (MBI Fermentas), High (von oben: 23130, 
9416, 6557, 4361, 2322, 2027 und 564Da) und Low (von oben: 2176, 1766, 1230, 1033, 653) 





3.1 Zellkultur eukaryontischer Zelllinien 
 
3.1.1 Allgemeines 
Die Arbeiten mit eukaryontischen Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in der Sterilbank 
durchgeführt. Es wurden nur sterile Lösungen und Gerätschaften verwendet. Die 
erforderlichen Sicherheitsbedingungen wurden eingehalten 
 
3.1.2 Propagation und Kryokonservierung von Zellen 
Alle verwendeten Zellenlinien wurden durch Trypsinierung und anschließendes Aufteilen der 
Zellen auf neue Kulturflaschen propagiert. Bei konfluent gewachsenen Zellen wurde dafür 
zunächst das Medium entnommen und der Zellrasen 1x mit zimmerwarmen PBS gewaschen. 
Pro T75-Zellkulturflasche wurden dann 2 ml Trypsinlösung gegeben und die Zellen für ca. 2 
min unter gelegentlichem Schütteln im Brutschrank inkubiert. Nach dem Ablösen der Zellen 
wurden das Trypsin durch Zugabe von 8 ml Komplettmedium inaktiviert und die Zellen durch 
mehrmaliges Auf- und Abziehen in einer Pipette vereinzelt. Nach Abzentrifugieren der Zellen 
(1000 g, 3 min, 4°C) wurde das Pellet in einem geeigneten Volumen aufgenommen und in der 
gewünschten Zelldichte ausgelegt. Die Kryokonservierung erfolgte im Komplettmedium, 
nach Zugabe von 10% DMSO in flüssigem Stickstoff.   
 
3.1.3 Zellkultur mit HepG2-Zellen 
 
3.1.3.1 Kultivierung von HepG2-Zellen  
Die Zellen wurden in William`s E Medium gehalten, das 10% Fötales Kälber Serum (FCS), 
100 Einheiten/ml Penizillin, 100 µg/ml Streptomyzin, 2 mM L-Glutamin enthielt. Die Zellen 
wurden im Verhältnis 1/5 mit Hilfe von Trypsinierung passagiert. Dafür wurden die Zellen 
mit 5 ml PBS gewaschen (T75-Flasche), mit 2 ml Trypsin für 5 min inkubiert und nach 
Abklopfen durch Auf- und Abpippettieren vereinzelt.  
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3.1.3.2 Proteinextraktion aus HepG2-Zellen 
Je 15 Schalen (15 cm) pro Ansatz wurden geerntet und in 12 ml Lysepuffer durch 
zweimaliges Einfrieren und Auftauen gelöst. Der Zelldebris wurde durch Zentrifugation (15 
min bei 14000 rpm, SW40) abgetrennt. 
 
3.1.3.3 Herstellung von rekombinantem HBV in HepG2-Zellen  
Die HBV-Partikel wurden aus den frisch gesammelten Überständen von HepG2-Zellen des 
Klons 2.2.15 mit 6% PEG 8000 präzipitiert. Dieser Klon enthält ein Übergenom langes HBV-
Genom und sekretiert infektiöse HBV-Partikel in gleich bleibender Qualität. Die 
resultierenden Pellets aus der Präzipitation wurden in PBS mit 25% FCS resuspendiert und in 
Eppendorf Reaktionsgefäßen bei – 80 °C aufbewahrt.  
 
3.1.4 Zellkultur mit 293-Zellen 
 
3.1.4.1 Kultivierung von 293-Zellen 
Die Zellen werden in Dulbeccos Modified Eagle’s Medium (DMEM high Medium) gehalten, 
das 10% Fötales Kälber Serum (FCS), 100 Einheiten/ml Penizillin, 100 µg/ml Streptomyzin, 
2 mM L-Glutamin enthielt. Die Zellen wurden im Verhältnis 1/5 mit Hilfe von Trypsinierung 
passagiert. Dafür wurden die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen (T75-Flasche), mit 2 ml 
Trypsin für 1 min inkubiert und und nach Abklopfen durch Auf- und Abpippettieren 
vereinzelt.  
 
3.1.4.2 Herstellung von Adenoviren in 293-Zellen 
 
- Das pAdEasy-System 
Die Herstellung von Adenoviren mit dem Adeno-AdEasy-System von Stratagen basiert auf 
zwei Vektoren, dem pAdTrack-CMV als Shuttle-Vektor und dem pAdEasy-Vektor. Der 
Shuttle-Vektor enthält neben einer Region mit multiplen Schnittstellen zum Einführen eines 
exogenen Transgens auch ein Gen, das eine Resistenz gegen Kanamycin vermittelt sowie das 
Markergen GFP unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. Diese Sequenzen sind flankiert 
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von adenoviralen Sequenzen („Armen“), die die homologe Rekombination in E. coli mit dem 
Vektor pAdEasy vermitteln. Dieser enthält daher die gleichen Sequenzen zur Rekombination. 
Der pAdEasy-Vektor codiert für alle adenoviralen Gene außer den Genen E1 und E3. In das 
Gen des E5-Proteins wurde zusätzlich eine Deletion eingeführt. Zur Selektion des Vektors in 
E. coli wurde ein Gen, das Ampicillin-Resistenz vermittelt, zwischen die Rekombinations-
Sequenzen eingefügt. Zur Rekombination der beiden Vektoren wird der pAdTrack-CMV-
Vektor mit dem Transgen über eine PmeI-Restriktionsstelle linearisiert und mit dem 
pAdEasy-Vektor in den E. coli Stamm BJ5183 Cotransformiert. Dieser enthält das recA-
Protein und ist daher geeignet, eine homologe Rekombination zu unterstützen. Klone mit 
einem rekombinierten Vektor werden über Kanamycin selektioniert und die rekombinanten 
Vektoren über Restriktionsanalyse identifiziert. Der rekombinante Vektor wird dann mit PacI 
verdaut und besitzt an den Enden die für eine Virusproduktion notwendigen „inverted 
terminal repeats“ (ITR) und die ebenfalls notwendigen Verpackungssignalsequenzen. In die 
Verpackungs-Zelllinie 293 transfiziert, kann das aus diesem Vektor resultierende defekte 
Adenovirus replizieren, da diese Zelllinie die fehlenden Genprodukte komplementieren kann. 
Die linearisierte DNA wird mit Lipofektamin in 293-Zellen transfiziert. Über den Marker 
GFP lassen sich die Transfektionseffizienz und die Verbreitung der Infektion im 
Fluoreszensmikroskop verfolgen. 
 
- Produktion von Adenoviren in 293-Zellen 
293-Zellen wurden in 6-fach Kulturschalen ausgesät. Nachdem sie ca. 50-70% Konfluenz 
erreicht hatten, wurden die adenoviralen Vektor-DNAs der Konstrukte pAdEasyGFP HBV-L-
Tap, pAdEasyGFP HBV-S-Tap, pAdEasyGFP HBV-L-Tap ∆23-27, pAdEasyGFP DHBV-L-
Tap und pAdEasyGFP DHBV-S-Tap mit PacI linearisiert und mit LipofectamineTM 2000, 
nach Protokoll des Herstellers, in die Zellen transfiziert. Die Effizienz der Transfektion 
konnten mit Hilfe des Markergens für GFP kontrolliert werden. Nach 7-10 Tagen wurden die 
Zellen in 500 µl des Überstandes geerntet und durch dreimaliges Schockfrieren in flüssigem 
Stickstoff mit anschließendem Wiederauftauen lysiert. Der Zelldebris wurde für 10 min bei 
1000 g abzentrifugiert. Das Lysat wurden zum Kulturmedium neuer 293-Zellen gegeben und 
diese nach 7-10 Tagen geerntet und wiederum lysiert. Nach einer weiteren 
Transduktionsrunde waren alle Zellen bereits nach 3 Tagen infiziert. Mit diesen Zellen wurde 
zunächst 293-Zellen einer 15 cm Flasche transduziert die nach 2-3 Tagen für die Transduktion 
von großen Mengen 293-Zellen zur Herstellung von Virenstocks verwendet wurden.  






Abb. 13: Schematische Darstellung der Adenovirenherstellung mit dem AdEasy-System. Die 
Sequenzen der HBV-Tap-Oberflächenproteine wurden zunächst in den pAdTrack-CMV-Vektor eingefügt 
und das resultierende Plasmid mit dem Restriktionsenzym PmeI linearisiert. Dieser wurde anschließend 
zusammen mit dem pAdEasy-1-Vektor, der für die adenoviralen Proteine kodiert, in den E. coli-Stamm 
BJ5183 kotransormiert. Rekombinanten wurden mit Kanamycin selektioniert und über Restriktionsanalyse 
charakterisiert. Der rekombinierte Vektor wurde mit PacI linearisiert und in die Adenovirus-
Verpackungszelllinie 293 transfiziert. Rekombinante Adenoviren werden innerhalb von 7-10 Tagen 
gebildet. Die Region „left arm“ und „right arm“ stellt die Sequenzen dar, die eine Rekombination zwischen 
dem Shuttle-Vektor und dem pAdEasy-Vektor vermittelt. An, Polyadenylierungsregion; Bm, BamHI; RI, 
EcoRI; LITR, left hand ITR und Verpackungssignal; RITR, right-hand ITR; Sp, SpeI. Abbildung aus 79 




Abb. 14: Ankonzentration von 
Adenoviren im CsCl-Gradienten. Das 
Lysat aus adenovirenproduzierenden 293-
Zellen wurde im CsCl-Gradienten 18 h bei 
33000 rpm (TH641) zentrifugiert. Es 
bildete sich eine weiße Virusbande. Das 
Röhrchen ist oben mit Mineralöl 
überschichtet 
Zur Herstellung der Virenstocks wurden 6-8 
Kulturflaschen (75 cm2) mit Adenoviren infiziert, 
die vollständig transduzierten Zellen nach 2-3 
Tagen in 5 ml Medium pro Flasche geerntet und 
durch dreimaliges Auftauen und Einfrieren lysiert. 
Das Lysat wurde vom Zelldebris durch 
Zentrifugation befreit. Der Überstand wurde dann 
mit CsCl versetzt (4,4 g CsCl pro 8 ml Zelllysat) 
und in Ultrazentrifugationsröhrchen mit Mineralöl 
(1-2 ml) überschichtet. Die Röhrchen wurden dann 
für 18h in einem TH-641 Rotor bei 33000 rpm bei 
10 °C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation hatten 
sich die Viren in einer weißen Bande gesammelt 
und konnten mit einer Spritze abgenommen werden. Vor einer Infektion musste das CsCl 
durch Dialyse gegen PBS beseitigt werden.  
 
- Titerbestimmung der Adenovirenstocks 
In 12-fach Kulturschalen wurden ca. 1,2 x 106 293-Zellen pro Napf ausgesät. Der Virenstock 
wurde unverdünnt, 1000-fach und 106-fach im Kulturmedium verdünnt zu den Zellen 
gegeben. Nach 2 Tagen wurden grüne Zellen gezählt und deren Anzahl der in der höchsten 
Verdünnung auf die Anzahl der verursachenden Viren pro Volumeneinheit hochgerechnet. Es 





3.1.5.1 Kultivierung von HepaRG-Zellen 
Die Zellen wurden in William`s E Medium gehalten, das 10% Fötales Kälber Serum (FCS), 
100 Einheiten/ml Penizillin, 100 µg/ml Streptomyzin, 5 µg/ml Insulin und 5x10-5 M 
Hydrokortison-Hemisuccinat enthielten. Die Zellen wurden alle 2 Wochen im Verhältnis 1/5 
mit Hilfe von Trypsinierung passagiert. Dafür wurden die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen 
(T75-Flasche), mit 2 ml Trypsin für 1 min inkubiert und nach Abklopfen vereinzelt. Zwei 
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Wochen vor der Infektion wurde die Zelldifferentiation durch die Zugaben von 2% DMSO ins 
Kulturmedium induziert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.  
 
3.1.5.2 Infektionskompetitionsanalyse von HBVpreS1(His)6-Proteinen und GST-
Fusionsproteinen  
Differenzierte HepaRG-Zellen in 6-fach oder 12-fach Kulturschalen wurden zunächst eine 
halbe Stunde mit 450 µl Medium und 50 µl einer 10-fach Proteinstammlösung (bei 12-fach 
Kulturschalen) bzw. 900 µl Medium und 100 µl der Stammlösung (bei 6-fach Kulturschalen) 
vorinkubiert. Die GST-Proteine waren in dem GST-Elutionspuffer gelöst (PBS + 25 mM 
GSH). Die Zellen wurden dann unter Verwendung der HBV-Konzentrate infiziert, die zuvor 
20-30-fach in Kulturmedium + 4% PEG 8000 verdünnt wurden. Zu diesem Zweck wurden sie 
mit 450 µl (bzw. 900 µl) Infektionsmedium, in dem die HBV-Stammlösung 1:15-1:25 
verdünnt wurde und 50 µl (100 µl) der Proteinstammlösung für 12 h bei 37 °C inkubiert. 
Dann wurden die Zellen dreimal mit Medium gewaschen und mit 1 ml (bzw. 2 ml) 
Kulturmedium, das 2% DMSO und 5x10-5 M Hydrokortison-Hemisuccinat enthielt, versorgt. 
Die Überstände von Tag 6-12 nach Infektion wurden geerntet und in einem kommerziellen 
ELISA (Abbott) auf den HBsAg und HBeAg-Gehalt hin analysiert.   
 
3.1.6 Transiente Transfektion 
 
3.1.6.1 DNA-Transfektion mit Calciumphosphat 
 Für die Transfektion einer T25-Flasche mit 293-Zellen wurden 32 µl einer 2 M 
Calciumphosphatlösung mit 1-3 µg DNA versetzt und mit Wasser auf ein Volumen von 260 
µl gebracht. In ein weiteres Eppendorfgefäß wurden 260 µl einer 2-fach HBS-Stammlösung 
(Becton Dickinson) vorgelegt und die DNA-Calciumphosphatlösung unter leichtem Schütteln 
tropfenweise zugegeben und für 20 min bei RT inkubiert. Die Lösung wurde dann 
tropfenweise auf die Zellen gegeben. Nach 6-8 Stunden wurde die Zellen mit PBS gewaschen 
und das Medium gewechselt.   
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3.1.6.2 Lipofektion  
Alternativ zur Transfektion mit Calciumphosphat wurde für die Transfektion von 293-Zellen 
LipofectamineTM 2000 Reagent (Invitrogen) verwendet. Die DNA-Transfereffizienz ist bei 
diesem Verfahren wesentlich höher als bei der Transfektion mit Calciumphosphat. Dies wird 
durch die Verwendung der beiden positiv geladenen Komponenten erreicht die das 
Lipofektamin-Reagenz enthält: das polykationische Lipid DOSPA (2,3-dioleyloxy-N-
[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium trifluoroacetate) sowie das 
Phospholipid DOPE (dioleoyl phosphatidylethanolamine). Beide Substanzen umhüllen die 
Plasmid-DNA und ermöglichen über ihre hydrophoben Anteile die Fusion mit der 
Zellmembran. Um 293-Zellen in einem 12-fach Zellkultur-Schälchen zu transfizieren wurden 
2,5 µg DNA mit 100 µl Opti-MEM Medium gemischt sowie 15 µl Lipofektamin mit weiteren 
100 µl Opti-MEM gemischt. Beide Lösungen wurden vereinigt, gemischt und für 15-45 min 
bei RT inkubiert. Dieses Gemisch wurde mit 800 µl Kulturmedium auf die Zellen gegeben. 
Diese wurden für 16 h mit dem Gemisch inkubiert und das Medium anschließend ersetzt.  
 
3.2 Kultivierung von E. coli 
 
3.2.1 Glycerolkulturen 
Für die dauerhaften Aufbewahrung und Sicherung von E. coli-Kulturen wurden 800 µl einer 
Übernachtkultur mit 200µl sterilem Glycerol in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß gut gemischt 
und dann bei -80°C eingefroren. 
 
3.2.2 Herstellung von transformationskompetenten Zellen nach der RbCl-Methode 
Eine 200 ml Schüttelkultur wurde mit 2 ml einer Bakterien-Übernachtkultur in Gegenwart des 
entsprechenden Antibiotikums angeimpft (z.B. Top10 oder M15pep4). Die OD600 der Kultur 
wurde jede Stunde kontrolliert und die Bakterien für 10 min auf Eis gestellt und anschließend 
abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde anschließend in 7,5 ml kaltem und sterilem TfB1-
Puffer resuspendiert und 5 min auf Eis gestellt. Die Bakterien wurden dann nochmals 
abzentrifugiert und das Pellet in kaltem TfB2 resuspendiert. Die Suspension wurde dann zu je 
100 µl bei -80 Grad eingefroren. 
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3.2.3 Transformation von RbCl-kompetenten Zellen durch Hitzeschock 
Rubidiumchlorid-kompetente E. coli-Bakterien (DH5α) wurden auf Eis gelagert und zu je 
50µl zum entsprechenden Ligationsansatz (10µl) zupipettiert. Im 1,5 ml Reaktionsgefäß 
wurden die zu transformierenden Zellen direkt für 35 min auf Eis inkubiert und anschließend 
einem Hitzeschock (42°C) im Wasserbad unterzogen. Nach Abkühlen der Zellen auf Eis für 
nur 1min, wurden zum Ansatz 500µl S1-Medium ohne Antibiotikum gegeben und zur 
Ausbildung einer Antibiotika-Resistenz dieser für mind. 40 min bei 37 °C inkubiert. Die 
Zellen wurden abzentrifugiert (3000 rpm, 2 min), der Überstand teilweise verworfen und das 
Sediment im Rückfluss resuspendiert. Zum Ausstreichen wurden S1-Agarplatten mit 
entsprechenden Antibiotika verwendet, auf welchen der Ansatz ankonzentrierter 
Zellsuspension gleichmäßig ausplattiert wurde. Die Inkubation der Platten erfolgte mit dem 
Deckel nach unten ÜN bei 37°C. 
 
3.2.4 Schüttelkulturen zur Isolierung von Plasmid-DNA 
Für die Präparation von Plasmid-DNA wurden einzelne Bakterienklone von einer 
Transformations-Agarplatte ausgewählt und mit sterilen Pipettenspitzen in ein Glasröhrchen 
mit 5 ml Standard I-Medium (Mini-Präparation) oder in einen Schüttelkolben mit Schikane mit 
100 ml Standard I-Medium (Midi-Präparation) überführt und damit angeimpft. Das Medium 
wurde zuvor mit den entsprechenden Antibiotika versetzt. Die Inkubation erfolgte jeweils über 
Nacht unter Schütteln (200 rpm) bei 37°C.  
 
3.2.5 Schüttelkulturen für Proteinpräparationen 
3.2.5.1 Expression von HBVpreS1(His)6-Proteinen  
Für die Herstellung verschiedenen HBVpreS1-Proteine mit N-terminaler 
Hexahistidinmarkierung wurden die entsprechenden HBVpreS1-Fragmente in den Quiagen 
Vektor pQE 40 kloniert, der das Anhängen einer N-terminalen Hexahistidinmarkierung 
ermöglicht und über eine Ampicillin-Resistenz selektioniert werden kann. Die Konstrukte 
wurden in M15pRep4 E. coli-Bakterien transformiert. Diese enthielten bereits das pRep4 
Plasmid, das den Repressor für das Isopropyl-ß-D-Thiogalaktosid (IPTG) induzierte Lac-
Operon kodiert und eine Kanamycin-Resistenz enthält. Die Bakterien wurden in je einer 1 
Liter Kulturen bei Anwesenheit von Ampicillin und Kanamycin bis zu einer OD600 von 0,8-
1,2 wachsen gelassen und die Proteinexpression mit IPTG (1 mM Endkonzentration)  
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induziert. Die Proteinexpression wurde für 5 h bei 37 °C durchgeführt, die Bakterien 
anschließend abzentrifugiert und nochmals mit PBS gewaschen.  
 
3.2.5.2 Expression myristoylierter GST-Fusionsproteine 
Bakterien des E. coli-Stamms DH5α, die den Vektor pBB131 zur Expression von NMT und 
den Vektor pBB132 HBVpreS/1-48XaGST zur Expression des HBVpreS/1-48XaGST 
Fusionsproteins enthielten wurden in einem Liter TB Medium in Gegenwart von Ampicillin 
und Kanamycin bis zum Erreichen einer OD600 von 0,4-0,6 bei 37 °C wachsen gelassen. 
Myristat aus einer 100-fach Myristat-Stammlösung (5mM Myristate, 0,6 mM BSA, 
fettsäurefrei) wurde zugegeben und die Bakterien für eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. 
Die Expression der NMT wurde mit Isopropyl-ß-D-Thiogalaktosid (1 mM Endkonzentration) 
induziert. Nach einer weiteren halben Stunde Inkubation wurde die Expression des 
Fusionsproteins durch die Zugabe von Naldixinsäure (50 µg/ml Endkonzentration) induziert 
und die Bakterein für 3 h bei 27°C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 
4000 x g (10 min bei 4°C) geerntet 
 
3.3 Molekularbiologische Methoden 
 
3.3.1 Allgemeine DNA-Methoden  
 
3.3.1.1 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA 
Für die Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der DNA wurde eine geeignete,  
wässrige Verdünnung der präparierten DNA hergestellt, sodass die gemessene OD bei einer 
Wellenlänge von 260 nm eine Extinktion von 0,8 nicht überschreitet. Einer dsDNA-Lösung 
mit der Konzentration von 50 µg/ml entspricht einer optischen Dichte (OD260) von 1. Proteine 
besitzen ein Absorbtionsmaximum bei 280 nm. Die Messung bei 280 nm erlaubt daher eine 
Aussage über die Reinheit der DNA. Dabei betrachtet man eine Probe dann als sauber, wenn 
der Quotient aus den optischen Dichten OD260/OD280 zwischen 1.8 und 2 liegt und die 
Extinktion bei 320 nm der Kontrolle entspricht.   
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3.3.1.2 Präzipitation von DNA 
Für die Fällung von DNA wurde zur wässrige DNA-Lösung das Volumen von 1/10 der DNA-
Lösung an 3M NaAc (pH 5,2) zugesetzt und anschließend das 2,5-fache Volumen absoluter 
Ethanol zugegeben. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurde die gefällte DNA bei 15000 rpm 
in einer Tischzentrifuge für 20 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das 
Pellet nochmals mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen der DNA an der 





Für die Analyse eines analytischen DNA-Verdaus oder für die reinigende Präparation von 
PCR-Fragmenten oder DNA-Präparationsansätzen die im Verlauf einer Klonierung 
erforderlich waren, wurde die horizontale Agarose-Gelelektrophorese angewendet. Neben der 
Möglichkeit, die Identität einer DNA über einen Restriktionsverdau zu überprüfen, können 
mit dieser Methode unerwünschte Enzyme oder Salze beseitigt werden, die im Verlauf eines 
weiterführenden Klonierungsprozesses störend wären. Die DNA wird dabei in einer Agarose-
Matrix (0,8-2% w/v) entsprechend ihrer Größe, Struktur und Ladung durch das Anlegen eines 
elektrischen Feldes aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit im Agarose-Gel verhält 
sich dabei proportional zur angelegten Spannung und umgekehrt proportional zur Größe des 
DNA-Moleküls. Als Laufpuffer und für das Lösen der Agarose wurde 1x TAE-Puffer 
verwendet. Die gelöste und erwärmte Agarose wurde mit 5 µl Ethidiumbromid (10 µg/µl) pro 
100 ml gelöster Agarose zu versetzen. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und 
ermöglicht so die Visualisierung mittels UV-Lichts. Die Agarose wurde dann in eine 
entsprechende Gelkammer gegossen, wobei das zusätzliche Einsetzen eines entsprechenden 
Kamms die Taschenbildung für den folgenden Probenauftrag garantierte. Das ausgehärtete 
Agarosegel wurde in eine die Elektrophoresekammer mit Laufpuffer gegeben und das Gel mit 
den vorbereiteten Proben beladen. Die zu analysierenden DNA-Proben wurden vor dem 
Auftrag mit DNA-Auftragspuffer versetzt auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte 
durch das Anlegen von einer Spannung von 90V (2-10V/cm). 
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3.3.2.2 Gelextraktion von DNA 
Für die Extraktion einer zu präparierenden DNA aus einem Agarosegel wurde das Qiaquick 
Gel Extraction Kit (Quiagen) verwendet. Die Extraktion erfolgte gemäß der Anleitung des 
Herstellers. Die extrahierte DNA wurde in 40-50 µl H2O gelöst.  
 
3.3.2.3 Sequenzierung von DNA 
Die Richtigkeit der Hergestellten Konstrukt wurde mit Hilfe einer Sequenzierung  nach einer 
modifizierten Didesoxy- oder Kettenabbruch-Sequenzierungsmethode von Sanger et al. 
(1977) kontrolliert. Mittels einer PCR in Gegenwart von 2`3`-Didesoxynukleosid-
Triphosphaten (ddNTPs) kommt es zum statistischen Abbruch bei der Komplementärstrang-
Synthese. Die jeweiligen ddNTPs sind mit unterschiedlichen Floureszenzfarbstoffen markiert. 
Der verwendete Big Dye-Mix, enthält neben wohl definierte Pufferbedingungen die Taq-
Polymerase, einen dNTP-Mix und die Fluorochrom gekoppelten Terminatoren. Pro Ansatz 
wurden jeweils 200 ng der zu sequenzierenden DNA in einem entsprechenden Reaktionsgefäß 
mit 2 µl Big Dye vs 2.0 und  5 pmol des spezifischen Oligonucleotids versetzt und der Ansatz 
mit ddH2O auf ein Reaktionsvolumen von 10 µl aufgefüllt. Die Amplifikation erfolgte dann 
im Thermo-Cycler durch 30 Zyklen: 
 
95°C  für 10sec 
55°C für 15sec 
60°C für 4min, anschließend wurde die Reaktion auf 4°C gehalten. 
 
Zur Aufbereitung der Proben für das Sequenziergerät wurde der Ansatz mit ddH2O und SDS 
(f.c.0,2%) auf 100 µl aufgefüllt, für 5 min auf dem Heizblock (98°C) erhitzt und kurz 
abzentrifugiert. Dann wurde das Gemisch für 5-15 min bei RT inkubiert. Anschließend 
wurden 1/10 Volumen NaAc, pH 6,0, dann 2,5x Volumen Ethanol zupipettiert. Das Präzipitat 
wurde abzuzentrifugieren (15 rpm, 20 min, RT) und mit 200 µl Ethanol (70%) gewaschen. 
Das resultierende Pellet wurde anschließend an der Luft getrocknet und in 20 µl HiDi-
Formamid aufgenommen. Die DNA-Lösung wurde noch einmal für 2 min aufgekocht. Die 
Analyse der Sequenzen wurde automatisch durch einen Genetic Analyzer (ABI PRISM™ 
310) durchgeführt. Dieser detektiert die von einem Laser angeregten Fluoreszenzsignale und 
wertet die gemessenen Signale mit der zum Gerät gehörenden Analysesoftware aus. Die 
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resultierenden Chromatogramme wurden nochmals mit Hilfe der Software Vector-NTI 
kontrolliert.    
 
3.3.2.4 DNA-Präparation  
 
- DNA-Minipräparation durch alkalische Lyse 
Die Bakterien aus je 5 ml ÜN-Kultur wurden abzentrifugiert (3000 rpm, 1min) und der 
Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit 150 µl GET-Lösungs versetzt die Bakterien 
resuspendiert. Die GET-Lösungs enthält EDTA zur Hemmung von DNAsen. Anschließend 
wurden 150 µl Lysispuffer zugesetzt. Dieser enthält 1% SDS zum Aufschluss der Zellen 
sowie NaOH zur Denaturierung der chromosomalen DNA, Plasmid-DNA und von Proteinen. 
Dieser Ansatz wurde mehrfach durch Invertieren gemischt. Im Anschluss wurde die Lösung 
zum Neutralisieren und Aussalzen (K+-Dodecylsulfat Fällung) Proteinassoziierter 
genomischer DNA mit 3M Kaliumaceat-Lösung, pH 4,8 versetzt und für 5 min auf Eis 
inkubiert. Gefällte Proteine und DNA wurden abzentrifugiert (13000 rpm für 20 min) und in 
ein 2 ml Reaktionsgefäß mit 90 µl einer 10,5 µM Ammoniumacetat-Lösung überführt. Die 
Plasmid-DNA wurde dann durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Ethanol gefällt und bei 13000 
rpm für 5 min pelletiert und das Pellet nochmals mit 750 µl einer 70% Ethanol-Lösung 
gewaschen. Das Pellet wurde nach dem Trocknen an der Luft in 50 µl H20 gelöst.   
 
- DNA-Midipräparation 
Größere Mengen Plasmid-DNA wurden aus einer 100 ml ÜN-Kultur mit Hilfe des Quiagen 
Midi Plasmid Kit extrahiert. Die Aufreinigung erfolgte gemäß der Anleitung des Herstellers 
und lieferte ca. 100 µg Plasmid-DNA.    
 
3.3.2.6 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Mit Hilfe einer PCR können DNA-Sequenzen spezifisch und exponentiell durch sich 
wiederholende Reaktionszyklen amplifiziert werden. Die einzelnen Zyklen bestehen aus (i) 
dem Schmelzen einer doppelsträngigen DNA (ii) der Hybridisierung von Oligonucleotiden, 
die komplementär zu den Sequenzen der 3`-Enden eines jeden Strangs sind (Hin- und Rück-
Oligonucleotid) und (iii) der Synthese der jeweils neuen DNA-Stränge durch eine 
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thermostabile Polymerase in Gegenwart von Mg2+ und dNTPs. Die PCR wurde in den 
meisten Fällen nach dem folgenden Standardprogramm durchgeführt:  
1) Initiale Denaturierung: 95°C für 5min 
2) Denaturierung:  95°C für 30sec 
3) Hybridisierung:  48°C für1min 
4) Elongation:  72°C für 3min 
Die Schritte 2-4 wurden 33 mal wiederholt und die Reaktionsgefäße bei 4°C bis zur 
Weiterverarbeitung gehalten. Je nach Länge des Oligonucleotids wurde die 
Schmelztemperatur für die Denaturierung entsprechend der Formel TM = 4(G+C)+2(A+T) 
modifiziert. Die für eine Klonierung notwendigen Restriktionsenzym-Erkennungssequenzen 
wurden gegebenenfalls über die Oligonucleotide am Ende des amplifizierten Fragments 
eingeführt. Für einen Standardansatz wurden 10 ng der Matrizen-DNA, 0,5 µl dNTPs (25 
mM), je 0,5 µl der Oligonucleotide (Stammlösung: 100 pmol/µl), 5µl ThermoPol-
Reaktionspuffer (10x) und 0,5 µl Deep Vent-Polymerase (exo+) eingesetzt. Das 
Reaktionsvolumen wurde mit ddH2O auf ein Gesamtvolumen 50 µl gebracht. Die 
amplifizierten Fragmente wurden in einer Gelelektorphorese (1-1.5% (w/v) Agarosegel + 2 
µg/ml Ethidiumbromid in TAE Puffer) kontrolliert. Dafür wurde je 1 µl der Ansätze mit 
DNA-Beladungspuffer vermischt und aufgetragen. Als Größenmarker wurde ein Leiter-
Standardmarker mit auf das Gel aufgetragen. Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden mit 
dem QIAquick Gel ExtractionKit + Qiagen-Puffer PB (Qiagen) aufgereinigt und von den 
Säulchen mit 50 µl H20 eluiert.   
 
3.3.3 Modifikation von DNA 
 
3.3.3.1 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Für einen analytischen und präparativen Verdau wurde die DNA in einem Volumen von 10-
100 µl mit den geeigneten Enzymen bei den von den Herstellern empfohlenen 
Puffernbedingungen versetzt. Dabei wurde eine DNA-Konzentration größer 0,5 µg/µl 
vermieden (ca. 5 µl einer Minipräp und 1 µl einer Midipräparation und Enzymmengen von 2-
5 U der Enzyme wurden verwendet). Um die Enzymhemmende Wirkung des Glycerols der 
Enzymstammlösungen zu vermeiden wurde ein Volumenanteil der Stammlösung von unter 
10% verwendet. Die DNA wurde gewöhnlich ÜN mit den Enzymen inkubiert, mindesten 
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jedoch 1 h. Jeder Verdau wurde anschließend in einer Gelelektophorese im Agarosegel 
kontrolliert.  
 
3.3.3.2 Ligation von DNA    
Für die Ligation von DNA-Fragmenten wurden 200 ng des linearisierten Vektors sowie ein 
dreifacher Überschuss des einzufügenden DNA-Teilstücks in einem Gesamtvolumen von 10 
µl eingesetzt. Um eine Religation des linearisierten Vektors zu vermeiden wurden zuvor die 
5`Enden des Vektors mit 5 U einer calf intestinal phosphatase dephosphoryliert. Der 
Ligationsansatz wurde mit 1 U einer T4-DNA Ligase (MBI Fermentas) ÜN bei 16 °C und den 
von den Herstellern empfohlenen Pufferbedingungen inkubiert.  
 
3.3.3.3 Auffüllen überhängender DNA-Enden mit Klenow-Polymerase 
Für eine Ligation mit stumpfen DNA-Enden mussten die 5`Überhänge mit Hilfe des Klenow-
Fragments der DNA-Polymerase aus E. coli aufgefüllt werden. Zu 1-5 µg verdautem Vektor 
wurden mit 2,5 µl NT-Puffer sowie 1 µl dNTP (25 mM) Mix versetzt und auf 25 µl 
aufgefüllt. Anschließend wurden 2 U Klenow-Polymerase zugegeben und die Lösung für 15 
min bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde über eine Agarose-Gelelektrophorese von dem 
Enzym und den Salzen des Puffers gereinigt.  
 
3.3.3.4 Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase 
Um die Religation von linearisiertem Vektor mit komplementären überhängenden oder aber  
stumpfen Enden, zu verhindern, wurden die beiden 5`-Enden dephosphoryliert. Zu diesem 
Zweck wurden 5-10 µg linearisierter Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 50 µl mit 5 
µl 10-fach CIP-Puffer versetzt und mit 3 U CIP (Calf Intestine Phosphatase, NEB) für 30 min 
bei 37 °C inkubiert. Die Phosphatase wurde für 10 min bei 68 °C inaktiviert und der 
linearisierte Vektor mit dem PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt und die DNA von 
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3.4.1.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach BRADFORD  
Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie 
Brilliant Blau G250 an Protein. Durch die Bindung des Farbstoffes kommt es zu einer 
Verschiebung des Absorbtionsmaximums von 465 nm nach 595 nm. Die Komplexbildung 
erfolgt innerhalb weniger Minuten und wird durch die Anwesenheit von Detergenzien und 
gestört. Kationen und Kohlenhydrate stören hingegen nicht.   
Für Konzentrationsbestimmungen wurde das Bradford Protein Assay Kit von BioRad 
verwendet. Hierfür wurde das zu messende Protein auf ein Volumen von 800 µl gebracht und 
mit 200 µl der BioRad-Stammlösung versetzt. Nach der Inkubation der Proben für 5 min bei 
RT wurde die Extinktion bei 595 nm gegen den Leerwert (800 µl Wasser versetzt mit 200 µl 
Stammlösung) bestimmt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte im Abgleich mit 
einer Eichkurve, die mit 1-25 µg/ml Rinderserumalbumin parallel erstellt wurde.  
 
3.4.1.2 TCA-Fällung von Proteinen 
Mit Hilfe von Trichloressigsäure (TCA) können Proteine aus einer wässrigen Lösung gefällt 
und abzentrifugiert werden. Dafür gibt man 1/10 des Probenvolumens einer 100% TCA 
Lösung zur Proteinlösung und vortext diese kurz. Nach 15 min Inkubation auf Eis können die 
Proteine mit einer Tischzentrifuge (13000 rpm für 20 min) bei 4°C abzentrifugiert werden. 
Der Überstand wird abgenommen und die Proteine können z.B. in SDS-Probenpuffer 
aufgenommen werden. Sollte der Indikator im SDS-Probenpuffer einen zu niedrigen pH-Wert 
anzeigen, so kann dieser mit 1-2 µl Ammoniak-Lösung wieder angehoben werden.   
 
3.4.1.3 Bestimmung der Proteinkonzentration durch Absorptionsmessung  
Der theoretische Extinktionskoeffizient eines Proteins mit bekannter Sequenz kann bei einer 
Wellenlänge von 280 nm anhand des Gehalts der aromatischen Aminosäuren Tryptophan, 
Phenylalanin und Tyrosin berechnet werden. Ist in einer Lösung nur ein Protein ohne weitere 
Material und Methoden 
 
75
verunreinigende Proteine enthalten, so kann die Konzentration anhand des Lambert-
Beerschen Gesetzes errechnet werden.   
 
3.4.1.4 Ankonzentrieren einer Proteinlösung mit Centricon® 
Dieses Verfahren beruht auf der Ultrafiltration der Proteinlösung durch eine Ultracel-YM 
Membran. Es stehen dabei die Ausschlußgrößen für Molekulargewichte von 3000-100 000 Da 
zur Verfügung. Proteine mit einem größeren Molekulargewicht werden von der Membran 
zurückgehalten, niedermolekulare Bestandteile und Wasser werden durch die Membran 
gedrückt und die Proteinlösung somit ankonzentriert. Für eine Verringerung des Volumens 
auf die Hälfte wurde eine Proteinlösung für 40 min bei 7000 g zentrifugiert.  
 
3.4.1.5 Dialyse von Proteinlösungen 
Für das Dialysieren von Proteinlösungen wurden Dialyseschläuche mit einem molekularen 
Ausschlussgewicht von 3500 Da verwendet (Serva, Spectra/Por, 11.5 mm). Diese wurden vor 
der Verwendung entsprechend der Anweisung des Herstellers ausgekocht und bei 4 °C 
aufbewahrt. Der Dialyseschlauch mit der Proteinlösung wurde für mehrere Stunden zu 5 l des 
neuen Puffers gegeben, der fortwährend durch langsames Rühren gemischt wurde. Der 
Dialysepuffer wurde 1-2 mal gewechselt.  
 
3.4.1.6 MALDI-TOF Massenspektroskopie zum Nachweis der Myristoylierung  
Für die MALDI-TOF MS-Analyse wurden 0,3 µl einer gesättigten Lösung Sinapinsäure in 
Ethanol auf individuelle Punkte einer MALDI-Probenplatte gegeben. Anschließend wurden 
0,5 µl der zu analysierenden Proteinlösung sowie 0,5 µl einer gesättigten Lösung 
Sinapinsäure in 0,1%TFA/30% Acetonitril auf die filmdünnen Punkte der Probenplatte 
gegeben wo die Lösung bei Umgebungstemperatur Cokristallisieren konnte. Die MALDI-
Spektren wurden aufgenommen in einem a m/z Bereich von 700-13000 mit Hilfe eines 
Positivionen Reflektormodus mit verzögerter Extraktion auf einem Reflex IITM time-of-flight 
(TOF) Instrument ((Bruker-Daltonik, Bremen, Germany) bestückt mit einem SCOUT-26 Inlet 
und einem 337 nm Stickstofflaser. Die Ionenbeschleunigung wurde auf 26,5 kV eingestellt, 
die Reflektorspannung wurde auf 30.0 kV  und die Extraktionsplatte auf 20,6 kV. Die 
Massenspektren wurden aus 50-200 individuellen Laserschüssen gemittelt. Für Massen größer 
4500 Da wurden die Spektren mit Hilfe der Durchschnittsmassen von einfach geladenem 
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Insulin (bei einem m/z Verhältnis von 5734.56) und Cytochrom C (bei einem m/z Verhältnis 
von 12361.09) extern kalibriert Für Massen kleiner 4500 Da wurde die Kalibrierung mit 
einfach geladenem monoisotopischen Ionen des Angiotensins I (bei einem m/z Verhältnis von 
1296.69 Da) und der oxidierten β- Kette von Insulin (bei einem m/z Verhältnis von 3494.65) 
durchgeführt.   
 
3.4.1.7 Quantifizierung von Proteinen aus dem Gel  
Um das prozentuale Mengenverhältnis von Proteinen in einer Gelspur zu bestimmen, wurde 
das Gel eingescannt und die Intensität der Coomassie-Blau gefärbten Banden mit der 
Analysesoftware Quantity1 von BioRad entsprechend der Anleitung bestimmt.  
 
3.4.1.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Mit Hilfe der denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese können die Proteine eines 
Proteingemischs entsprechend ihrer Größe aufgetrennt werden. Das bei der Elektrophorese 
verwendete SDS induziert die Denaturierung der Proteine und bedeckt die Proteine mit 
negativen Ladungen, sodass die Auftrennung der Proteine im Gel aufgrund eines gleichen 
Masse/Ladung Verhältnisses, unabhängig von der Ladung des Proteins im nativen Zustand ist 
und nun entsprechend der jeweiligen molaren Masse erfolgt.  
Als Matrix wurde ein stark vernetztes Polyacrylamid-Gel verwendet das durch das 
Polymerisieren von Acrylamid-Monomeren in Anwesenheit von durch Ammoniumpersulfat 
(APS) gelieferten freien Radikalen und einer Stabilisierung durch TEMED (N,N,N`,N`-
Tetramethylethylendiamin) entsteht. Mit Hilfe von N,N`-Methylenbisacrylamid kann die 
Quervernetzung des entstehenden Gels und somit die Porengröße bestimmt werden.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine SDS-PAGE sowohl nach der Methode von Laemmli 
(Laemmli, 1970 105) als auch nach der Methode von Schägger und Jagow (Schägger, & v. 
Jagow, 1987 189) durchgeführt. Letztere eignet sich insbesondere für die Auftrennung kleiner 
Proteine. Für die Auftrennung wurde das „Mighty Small“ Gelelektrophoresesystem von 
Hoefer verwendet. Mit ihm können gleichzeitig 13 Gele des Formats 100 x 120 x 0,75 mm 
gegossen werden. Bei einer höheren Anforderung an die Auflösung wurden das EMBL-
Gelsystem mit Gelen der Abmessung 200 x 200 x 1,5 mm verwendet.  
 
 




Wässrige Proteinproben wurden mit dem gleichen Volumen SDS-Probenpuffer (2x) versetzt 
durchmischt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. Bei geringen Konzentrationen wurden die 
Proteine zunächst mit TCA-präzipitiert und dann in SDS-Probenpuffer/Wasser aufgenommen 
und resolubilisiert. Bei Farbumschlag des Indikators wurde die Lösung durch 1-3 µl 
halbkonzentrierten Ammoniakwassers neutralisiert Nach kurzer Zentrifugation wurden die 
Proben in die ausgespülten Sammelgeltaschen des Gels pipettiert.  
Bakterien und Zellpellets wurden ebenfalls direkt mit SDS-Probenpuffer versetzt und 
aufgetragen.  
 
3.4.1.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli 
 
Zur Anwendung kamen Gele mit Acrylamidkonzentrationen von 7-16%. Für das Gießen der 
Gele wurde ¼ des Endvolumens eines 4-fach Trenngelpuffers mit einem für die 
Endkonzentration notwendigen Volumen einer 30% Acrylamid-Bisarcylamidlösung versetzt 
und mit Wasser aufgefüllt. Nach der Zugabe einer Spatelspitzt APS und 1/1000 des 
Endvolumen TEMED wurde die Lösung gemischt und in die Gelgießvorrichtung bis zu einer 
geeigneten Höhe gefüllt und mit n-Butanol überschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des 
Gels wurde der n-Butanol abgenommen und mit einem 4% Sammelgellösung überschichtet 
und mit einem Kamm für die Herstellung der Probentaschen versehen. Die auspolymerisierten 
Gele wurden entweder direkt verwendet oder in feuchtem Papier bei 4 °C gelagert. Für die 
Tab. 6: Zusammensetzungen für Trenn- und Sammelgellösungen für die SDS-PAGE nach Laemmli. 
 
 Sammelgel 7%  9% 10% 12% 14% 15% 16% 
30% Acrylamid 
0,8% Bisacrylamid 
4 ml 9,3 ml 12 ml 13,3 ml 16 ml 18,6 ml 20 ml 21,3 ml 
4 x Sammelgel- 
Puffer 
5 ml - - - - - - - 
4 x Trenngel- 
Puffer 
- 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 
ddH2O 11 ml 20,7 ml 18 ml 16,7 ml 14 ml 11,4 ml 10 ml 8,7 ml 
TEMED 20 µl 40 µl 40 µl 40 µl 40 µl 40 µl 40 µl 40 µl 
APS  200 µl 400 µl 400 µl 400 µl 400 µl 400 µl 400 µl 400 µl 
Vges 20 ml 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 
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Elektrophorese wurden die Gele in der entsprechende Vorrichtung mit SDS-Laufpuffer 
überschichtet und die Proben aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bis zum Einlauf der 
Proben in das Trenngel bei 80 V, nach dem Übertritt in das Trenngel bei 120-200 V bei RT. 
Für eine bessere Auftrennung wurden die Gele bei 150 V und 4 °C laufen gelassen.  
 
3.4.1.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Schägger und v. Jagow 
Bei der Tricin-SDS-PAGE kamen Gele mit Acrylamidkonzentrationen von 10-16,5% zur 
Anwendung. Die Erhöhung der Trennleistung im niedermolekularen Bereich wird bei dieser 
Methode durch die Verwendung von Tricin als Folgeion der Elektrophorese an Stelle des 
Glycins (Laemmli) bewirkt. Für das Sammelgel wurde ebenfalls eine Acrylamidkonzentration 
von 4% verwendet. Um die Gele herzustellen wurde anstatt des 4-fach Trenngelpuffers ein 3-
fach Tricinpuffer für Tenn- und Sammelgel verwendet. Für die Elektrophorese wurden 
spezielle Anoden und Kathodenpuffer verwendet.   
 
Tab. 7: Zusammensetzungen für Trenn- und Sammelgellösungen für  
die SDS-PAGE nach Schägger und von Jagow. 
 
 Sammelgel 12,5% 13,5% 15% 
30% Acrylamid 
0,8% Bisacrylamid 
5 ml 16,6 ml 18 ml 20 ml 
3 x Gelpuffer 6,6 ml 13,3 ml 13,3 ml 13,3 ml 
ddH2O 8,4 ml 10 ml 8,7 ml 6,7 ml 
TEMED 20 µl 40 µl 40 µl 40 µl 
APS 200 µl 400 µl 400 µl 400 µl 
Vges 20 ml 40 ml 40 ml 40 ml 
 
3.4.1.12 Proteinfärbung mit Coomassie-Blau 
Mit dieser Färbung können Proteine ab einer Menge von 100-300 ng im Polyacrylamidgel 
sichtbar gemacht werden. Das Gel wird hierfür mit Coomassie Brilliant Blue R250 für 
mindestens 20 min inkubiert. Die Färbelösung enthält den Farbstoff in Ethanol, Essigsäure 
und Wasser gelöst und führt zur Ausfällung und Fixierung der Proteine auf das Gel. 
Unspezifische Färbung wurde durch mehrmalige Inkubation der Entfärbelösung für insgesamt 
1 h erreicht.  
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3.4.1.13 Proteinfärbung mit colloidalem Coomassie-Blau  
Diese Methode stellt eine sensitivere Variante der Coomassiefärbung dar. Es lassen sich damit 
Proteinmengen von unter 100 ng detektieren. Im Gegensatz zu einer Silberfärbung ist diese 
Färbemethode geeignet um die Protein in einer anschließenden Massenspektroskopie zu 
analysieren. Für die Färbung werden zunächst 16 ml der Lösung B zu 768 ml der Lösung A 
gegeben. Die sich ergebende Lösung C wird nach dem Mischen nicht mehr abzentrifugiert 
und lässt sich diesem Zustand mehrere Wochen bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Vor 
einer Anwendung werden 200 ml Methanol unter Rühren zugegeben (Endkonzentration 20% 
Methanol (v/v)). Nach einer SDS-PAGE wird das Gel direkt in diese Lösung gegeben und für 
6 h oder ÜN unter schwenken darin inkubiert. Das Gel wird solange mit Wasser gewaschen, 
bis der Hintergrund entfärbt ist.  
 
3.4.1.14 Silberfärbung    
Die deutlich höhere Sensitivität dieser Färbemethode ermöglicht die Detektion von 
Proteinmengen im ng Bereich. Während der Färbereaktion kommt es zur Komplexbildung 
von Ag+-Ionen mit Glu-, Asp- und Cys-Resten der Polypeptide. In alkalischer 
Formaldehydlösung wird im Verlauf dieser Reaktion das Ag+ der Komplexe zu Ag reduziert, 
sodass die Proteinbanden im Gel bräunlich bis schwarz  gefärbt werden.  
Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel zunächst mit Fixierlösung-I für mindestens 2-3 h 
oder ÜN inkubiert. Während dieses Schrittes werden die Proteine auf dem Gel gefällt und auf 
diesem fixiert. Dann wurde das Gel unter leichtem Schütteln für 30 min in Fixierlösung-II 
gebadet und anschließend in Fixierlösung-III für weitere 15 min inkubiert. In Puffer A wurde 
das Gel für 2 min imprägniert und anschließend 3 x innerhalb von 60 sec mit bidestilliertem 
Wasser gewaschen. Der Färbeprozess in Lösung B dauerte in der Regel 12-15 min und es 
folgte erneut ein Wasch-Schritt (2x in 30sec). Zum Entwickeln wurde das Gel mit Lösung C 
inkubiert und die Reaktion je nach gewünschter Intensität der Färbung nach Belieben, mit 
einem Schuss Eisessig abgestoppt. Zur Aufbewahrung wurde das Gel in destiliertem Wasser 
bei Anwesenheit von geringen Mengen Natriumazids gelagert.  
 
3.4.1.15 Western Blot Analyse 
Für die spezifische Detektion von Proteinen mit Antikörpern können die Proteine nach einer 
Gelelektrophorese auf Nitrozellulosemembranen transferiert werden. Das Gel wird zu diesem 
Zweck auf die Transferpuffer getränkte Nitrozellulosemembran gelegt und Membran und Gel 
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zwischen Whatmanpapier (je 3 auf jeder Seite) gelegt, das zuvor ebenfalls in Transferpuffer 
gelegt wurde. Der Transfer auf die Membran erfolgte durch das Anlegen einer Spannung. Die 
von SDS denaturierten und geladenen Proteine wandern aufgrund ihrer negativen Ladung in 
Richtung Anode. Diese Wanderung wird durch hydrophobe Wechselwirkung der Proteine mit 
der Membran beendet. Für die Western Blots in dieser Arbeit wurde ein Semi-Dry Verfahren 
verwendet. Der Transfer-Prozess erfolgte für 30 min bei 15 V. Für das Absättigen von 
verbleibenden Bindungsstellen auf der Membran wurde diese für 15 min mit einer 5% 
Magermilchpulver/TBS/Tween (0,05%) Lösung inkubiert. Spezifische Erstantikörper wurde 
dann in der entsprechenden Verdünnung (1/500-1/10000) in 5% 
Magermilchpulver/TBS/Tween für mindesten 2 h bei RT zur Membran gegeben. Nach 
dreimaligem Waschen der Membran mit TBS/Tween (0,05%) jeweils für 10 min wurde die 
Membran mit horse radish peroxidase (HRP) gekoppelten Antikörpern (goat anti-rabbit 
(GαR) oder goart anti-mouse (GαM) ) in einer Verdünnung von 1/10000 inkubiert. Nach 
erneutem dreimaligem, 10 minütigem Waschen mit TBS/Tween (0,05%) wurden reaktive 
Banden mit ECL (Enhanced Chemiluminescence–Systems (ECL/Amersham und 
Eigenproduktion)) sichtbar gemacht. Die Lösungen wurden in einem Verhältnis von 1:2 
gemischt und für 2 min auf die Membran gegeben. Basierend auf einer Peroxidase/H2O2-
katalysierten Oxidation von Luminol unter alkalischen Bedingungen, wird das Substrat in 
einen angeregten Zustand überführt. Bei dessen Rückkehr in den Grundzustand wird Energie 
in Form von Photonen emittiert. Diese Chemilumineszenz wurde mit Hilfe von 
Autoradiographie sichtbar gemacht.  
 
3.4.2 Proteinreinigung  
 
3.4.2.1 Proteinextraktion aus E. coli 
Für die Extraktion von in E. coli exprimierten rekombinanten Proteinen, wurden die Bakterien 
zunächst durch Zentrifugation bei 4000 x g (10 min bei 4°C) geerntet., Der Aufschluss der 
Bakterien erfolgte entweder unter nativen oder denaturierenden Bedingungen.  
Für den Aufschluss der Bakterien zur Reinigung von HBVpreS1(His)6-Proteinen wurden die 
Bakterien eine 1 l Schüttelkultur abzentrifugiert und mit 50 ml einer 6 M 
Guanidinhydrochlorid Lösung (Puffer 1) aufgeschlossen. Die nicht löslichen Bestandteile 
wurden bei 4000 rpm abzentrifugiert. 
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Für den Aufschluss der Bakterien zur Reinigung von preS/XaGSTmyr-Fusionsproteinen 
wurden die Bakterienpellets aus 1 l Schüttelkultur in 30 ml PBS-Puffer, dem 2 mM 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) zugesetzt wurde, resuspendiert.  
Anschließend wurden die Bakterien mit dem Homogenizer EmulsiFlex-C5 aufgeschlossen 
und Debris bei 14000 x g (30 min, 4°C) abzentrifugiert. 
 
3.4.2.2 Extraktion von Membranproteinen aus Lebern 
Für die Präparation der Gesamtmembranen aus Entenleber oder humaner Leber wurde ein 
Standardprotokoll für Plasmamembranpräparation88 mit einem Protokoll für einen 
Membranflotation kombiniert118.  
Zunächst wurden die Leber mit einem Messer in kleine Stücke geschnitten und in einen 
Douncer mit dem 4-4.5-fachen des Lebervolumens an 0.25 M STM versetzt. Durch 
vorsichtiges Auf und Ab des Kolbens bei gleichzeitiger Drehbewegung wurden die Lebern 
homogenisiert und das Homogenat mit 0.25 M STM auf ein Massenvolumen ((w/v): Gewicht 
der Leber pro Gesamtvolumen) von 20% gebracht. Verbleibende größere Leberbestandteile 
wurden durch Mullbinde abfiltriert. Das resultierende Homogenat wurde für 5 min bei 280 g 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet nochmals mit der Hälfte 
des urspünglichen Homogenatvolumen an 0.25 M STM versetzt und durch wenige 
Douncerstöße resuspendiert. Das Homogenat wurde nochmals für 5 min bei 280 g 
abzentrifugiert und der Überstand mit dem aus der vorangegangenen Zentrifugation vereint. 
Dieser gesammelte Überstand wurde anschließend für 10 min bei 1500 g zentrifugiert. Die 
resultierenden Pellets wurden dann in 1-2 ml 0.25 M STM pro Gramm eingesetzter Leber 
gelöst und die Lösung mit 2 M STM auf eine Dichte von 1.18 g/cm3 (1.42 M, n = 1.4010) 
gebracht. Dann wurde genügend 1.18 g/cm3 STM zugegeben, um das Volumen auf das 
doppelte des ursprünglichen Volumens zu bringen. Die Lösung wurde in 
Zentrifugationsröhrchen für einen SW28-Rotor mit 2-4 ml 0.25 M STM überschichtet. Nach 
einer Zentrifugation von 1 h bei 82000 g wurde die Grenzschicht zwischen den beiden Phasen 
mit einer Spritze abgezogen, indem das Zentrifugenröhrchen von der Seite mit der Spritze 
durchstochen wurde. Die abgenommene Schicht mit den Membranen wurde dann mit 0.25 M 
STM auf eine Dichte von 1.05 g/cm3 gebracht und die Plasmamembranen durch 
Zentrifugation bei 1500 g für 10 min pelletiert.  
Um die inneren Membranen zu präparieren wurde der Überstand aus der ersten Zentrifugation 
mit 1500 g auf einen Zuckergehalt von 60% gebracht (wt/wt), damit ein SW28-
Zentrifugationsröhrchen beschickt und mit 48% Zuckerlösung (4-6 ml) und mit einer 10% 
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Zuckerlösung (4-6 ml) überschichtet. Der Gradient wurde anschließend für 3 h bei 163900 g 
zentrifugiert. Die Membranen konnten an der Grenzschicht zwischen der 48% und der 10% 
Zuckerlösung mit einer Spritze entnommen werden. Diese Lösung wurde ebenfalls mit 0.25 
M STM auf eine Dichte von 1.05 g/cm3 gebracht und die Membranen durch Zentrifugation 
bei 1500 g für 10 min pelletiert. 
Die Membranpellets wurden in Solubilisierungspuffer (1% Oktylglucosid, 150 mM NaCl 




- Ni2+-Nitrilotriacatic acid (NTA)-Superflow  
Für die Aufreinigung von HBVpreS1(His)6-Proteinen aus E. coli-Bakterienlysat wurde ein 
immobilized-metal-affinity-chromatography (IMAC) System von Quiagen eingesetzt. Die 
Proteine werden dabei über ihre sechs Histidine unter denaturierenden Bedingungen mit Hilfe 
einer Ni2+-Nitrilotriacatic acid (NTA)-Superflow-Matrix (Qiagen) aufgereinigt. Diese enthält 
zwei zusätzliche Bindungsstellen für Liganden in der Lösung oder aber für zwei Histidinreste. 
Die Elution der über ihren Histidinrest gebundenen Proteine erfolgt über Imidazol, das mit 
dem Histidinrest der Proteine um die Bindungsstellen kompetitiert. Durchflusssäulen mit 
Fritte von Mobitech wurden mit 2 ml der Matrix beschickt und in Puffer 2 äquilibriert. Die 
abzentrifugierten Bakterien wurden mit 50 ml einer 6 M Guanidinhydrochlorid-Lösung 
(Puffer 1) aufgeschlossen und nichtlösliche Bestandteile abzentrifugiert. Der Überstand wurde 
bei 4 °C auf die Säule gegeben und diese anschließend mit ca. 10 Säulenbett-Volumina 
gewaschen. Unspezifisch gebundene Proteine wurden bei pH 6,3 (Puffer 3, 5 x Bettvolumen) 
von der Matrix gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Elution mit dem 250 mM 
imidazolhaltigem Puffer 4 in 1 ml Fraktionen. Nach dem Waschen der Säule mit aqua bidest. 
konnte durch Zugabe von 0,5 M EDTA und 100 mM NiSO4 die Matrix regeneriert werden.  
 
- GSH-Agarose  
Für die Aufreinigung von myristoylierten GST-Fusionsproteinen wurden die preSXaGST-
Fusionsproteine mit NMT in Gegenwart von freiem Myristat coexprimiert. Bakterien einer 1 l 
Schüttelkultur wurden mit dem Homogenizer EmulsiFlex-C5 in einem Volumen von 30 ml 
PBS-Puffer, dem 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) zugesetzt wurde, 
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aufgeschlossen und Debris bei 14000 x g (30 min, 4°C) abzentrifugiert. Der resultierende 
Überstand wurde über 2 ml GSH-Agarose (Amersham) in Durchflußsäulen (Mobitech) 
gegeben und mit dem 20-fachen Säulenvolumen PBS gewaschen. Gebundene Proteine 
wurden mit GSH-Elutionspuffer in wenigen Fraktionen (2 ml/Fraktion) eluiert. 
 
- Tap-Tag-Aufreinigung 
Für die Tap-Tag-Aufreinigung von HBV-L und S-Bindeproteinen wurden HepG2-Zellen zur 
Expression der Oberflächenproteine mit den jeweiligen Adenoviren mit einer MOI von 1 
infiziert. 48h nach der Transduktion wurden die Zellen von je 15 Schalen (15 cm) pro 
Konstrukt geerntet und in 12 ml Lysepuffer durch zweimaliges Einfrieren und Auftauen 
gelöst. Der Zelldebris wurde durch Zentrifugation (15 min bei 14000 rpm, SW40) abgetrennt. 
Für weitere Bindungsversuche wurden je 4 ml Zellextrakt pro Konstrukt verwendet. Für den 
ersten Bindungsschritt des ProtA des Tap-Tags an IgG-Beads wurden die 4 ml Zellextrakt auf 
zwei 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße verteilt und für 4 h bei 4°C mit 50 µl IgG-Beads 
Stammsuspension pro Reaktionsgefäß inkubiert. Die Beads wurden abzentrifugiert und pro 50 
µl IgG-Beads 3x mit je 2 ml Lysispuffer und 3x mit je 2 ml Tev-Spaltpuffer gewaschen. Die 
IgG-Beads wurden anschließend mit 300 µl Tev-Spaltpuffer und 20 µl Tev-Protease je 50 µl 
IgG-Beads über Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurden zu diesen insgesamt 640 µl der 
Tev-Elution 600 µl Calmodulin-Bindungspuffer gegeben und die Mischung mit 
entsprechenden Mengen aus CaCl2, Immidazol, Mg-Acetat und β-Mercaptoethanol-
Stammlösungen auf die Zusammensetzung des Calmodulin-Bindungspuffer gebracht. Die 
Lösung wurde dann für 90 min mit 60 µl Calmodulin-Beads versetzt. Dabei wird das 
Calmodulin-Bindeptotein (CBP) ab an die Calmodulin-Beads gebunden. Nach 4x Waschen 
mit Calmodulin-Bindungspuffer wurden die gebundenen Proteine in 60 µl SDS-PP eluiert. 
Von dem Eluat wurden 50 µl auf ein 9% Gel aufgetragen (Laemmli, 20 cm x 20 cm) und die 
Proteine mit Silberfärbung sichtbar gemacht. 
Für die Optimierung der Aufreinigung wurden folgende Änderungen im Vergleich zu den 
ersten Aufreinigungen vorgenommen. 1) Als Detergens wurde NP40 anstatt Oktylglucosid 
verwendet. 2) Es wurden nur 100 µl statt 200 µl IgG-Beads verwendet. 3) Die Tev-Elution 
über Nacht wurde in 320 µl und nicht in 640 µl durchgeführt. 4) Das Tev-Eluat wurde auf ein 
Volumen von 1240 µl gebracht anstatt 600 µl. 5) Die Calmodulin-Beads wurden in 60 µl 
anstatt 100 µl SDS-Probenpuffer eluiert.  
 
Material und Methoden 
 
84
- CH-aktivierte Sepharose 
Protein-Immobilisierung an CH-aktivierte Sepharose 
Für die Herstellung des Säulenmaterials für eine Protein-Affinitätschromatographie wurde 
hochreines, rekombinantes Protein kovalent an eine Sepharosematrix gebunden. An die 
Sepharose wurde vom Hersteller Amino-Capronsäure immobilisiert und die Carbonylgruppen 
über Veresterung aktiviert. Diese CH-Sepharose 4B ist in diesem Zustand vom Hersteller 
erhältlich (Amersham). In wässriger Lösung kann die Sepharose eine kovalente Bindung mit 
freien Aminogruppen von Proteinen ausbilden. Das gefriergetrockneten Gelpulver wurden in 
einer 1 mM HCl-Lösung (pH 2,9) resuspendiert, die Suspension dann mittels einer Fritte mit 
ca. 200 ml der HCl-Lösung pro g Gel gewaschen. Die zu koppelnden Protein wurden gegen 
Kopplungspuffer (150 mM NaCl, NaPi 20 mM, pH 6,8) dialysiert. Für die Immobilisierung 
wurde die Proteinlösung zu dem gewaschenen Gel in einem Gel/Proteinlösungsverhältnis von 
1:2 gegeben und unter Rotieren ÜN bei 4 °C inkubiert. Überschüssiger Ligand wurde mit dem 
5-fachen Gelvolumen des Kopplungspuffers weggewaschen. Um die noch verbleibenden 
aktiven Gruppen abzusättigen wurde das Gel in je zwei alternierenden Wasch-Schritten mit zwei 
unterschiedlichen Puffern (0,1M NaAc-Puffer mit 0,5M NaCl, pH4 // 0,1M Tris/Cl mit 0,5M NaCl, 
pH8) gewaschen  
 
Affinitätschromatographie mit DHBVpreS/1-165  
Zur Anreicherung von duCPD aus lysierten Entenleber-Membranfraktionen wurde zunächst 1 
mg rekombinant hergestelltes DHBVpreS/1-165 an 1 ml CH-aktivierte Sepharose 4B 
gekoppelt. Die Immobilisierung wurde durch die Entnahme von Proben vor und nach der 
Immobilisierung in einer SDS-PAGE kontrolliert. Die Membranfraktionen aus 3 g Entenleber 
wurde in einem 1% oktylglucosidhaltigen Puffer (150 mM NaCl, 20 Tris/Cl) für 3-4 h  bei 4 
°C gelöst. Die solubilisierten Proteine zirkulierten ÜN bei 4 °C über eine DHBVpreS/1-165-
Sepharose Affinitätssäule, wobei der Membranfraktions-Lösungspuffer als Laufpuffer 
verwendet wurde. In einem parallelen Kontrollansatz wurde zu einer Membranfraktion zuvor 
40 µg freies DHBVpreS/1-165 als Bindungskompetitor zugegeben. Nach Waschen der Säule 
mit 10-fachem Säulenvolumen wurden gebundene Proteine über eine pH-Veränderung in 1 ml 
Fraktionen eluiert. Die Proteine korrespondierender Elutionsfraktionen wurden in einer SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western Blot auf die Anwesenheit von duCPD mit dem anti-
duCPD Ak 41586 analysiert. 




Affinitätschromatographie mit HBVpreS/1-108(His)6  
Zur Herstellung einer HBVpreS/2-108(His)6-Affinitätschromatographie-Säule wurde 1 mg 
HBVpreS/2-108(His)6 an 1 ml CH-aktivierte Sepharose 4B gekoppelt. Die Immobilisierung 
wurde durch die Entnahme von Proben vor und nach der Immobilsierung in einer SDS-PAGE 
kontrolliert. Die Affinitätschromatographie erfolgte mit lysierten humanen 
Lebermembranfraktionen wie zuvor bei der Affinitätschromatographie mit DHBVpreS/1-165 
gekoppelter CH-Sepharose beschrieben. Als Kontrolle wurden vergleichbare Menge von 
HBVpreS/2-108(His)6  an CH-aktivierte Sepharose immobilisiert und in einem weiteren 
Ansatz ca. 40 µg freies HBVpreS/2-108(His)6 zu den lysierten und applizierten 
Membranfraktionen gegeben. 
 
- Magnetische Beads von Dynal  
Protein-Immobilisierung an magnetische Dynabeads 
Tosylaktivierte Dynabeads M-280 sind 2,8 µm große, superparamagnetische Polystyren 
Kügelchen, die magnetisches Material in kleinen Poren gleichmäßig verteilt enthalten. Die 
Kügelchen sind mit einer Polyurethanschicht überzogen. Diese Schicht ist durch p-
Toluensulphonylchlorid aktiviert, sodass sie reaktive Gruppen auf der Oberfläche exponiert, 
an die Proteine über primäre Aminogruppen kovalent gebunden werden können. Sie besitzen 
50-70 µmol aktive chemische Gruppen pro Gramm Dynabeads, an die Proteine gebunden 
werden können. Ihr Vorteil ist, dass sich die Beads über Magneten schnell aus Lösungen 
isolieren lassen und an sich kaum unspezifisch Protein binden. Bindungsstudien lassen sich 
gut durchführen, da die Beads zu kleinen hochkonzentrierten Proteinlösungen zugesetzt und 
wieder effizient abgetrennt und gewaschen werden können. Für Rezeptorbindungsstudien 
wurde 100 µg HBVpreS/1-108(His)6 pro 20 µl Bead-Suspension vollständig gekoppelt. Dies 
entspricht etwa 200 µg Protein pro mg Dynabeads. Neben dem WT HBVpreS/1-108(His)6-
Protein wurde auch HBVpreS/1-108(His)6 ∆23-27 sowie DHBVpreS/1-165(His)6-Protein als 
Kontrolle gekoppelt und die Kopplung der Proteine in einer SDS-PAGE kontrolliert. Dafür 
wurden die Beads zunächst mit Puffer A (0,1 M Na-Phosphat, pH 7.4) und Puffer B (0,1 M 
Borat, pH 9.5)  gewaschen. Die zu koppelnden Proteine wurden gegen Puffer A dialysiert und 
167 µl Beads mit einem Proteinlösungsvolumen von 800 µl versetzt und für 1 min gevortext. 
Dann wurde die Suspension rotierend ÜN und bei 37°C inkubiert. Der Überstand wurde 
Material und Methoden 
 
86
danach abgenommen und die Beads 2x mit Puffer C (PBS, pH 7,4), 1x mit Puffer D (0,2 M 
Tris pH 8.5) und noch 1x mit Puffer C gewaschen. Die Effizienz der Kopplungsreaktion 
wurde in einer 12,5% SDS-PAGE (Schägger) mit anschließender Coomassiefärbung 
kontrolliert. Für spätere Versuche wurden die Dynabeads M-270 Epoxy verwendet, da diese 
für Proteinkopplung noch besser geeignet sind.     
 
Affinitätschromatographie mit magnetischen HBVpreS/1-108(His)6-Beads   
Je 100 µg von HBVpreS/1-108(His)6  WT-, ∆23-27- sowie DHBVpreS/1-165(His)6-Protein 
wurden an 20 µl Beads Dynal Magnetic Beads (aus Emulsion des Herstellers) immobilisiert. 
Für die Inkubation der Beads wurden Lebermembranen aus unterschiedlichen Mengen 
humaner Lebern (3-10 g) in 2-4 ml Membran Solubilisierungspuffer (1% Oktylglucosid, 20 
mM Na-Phosphat, pH 7,4 und 150 mM NaCl oder variierenden NaCl Konzentrationen) für 
mehrere Stunden gelöst. Die magnetischen Beads wurden mit ca. 400 µl der solubilisierten 
humanen Lebermembranfraktionen für 2 h bei 4 °C inkubiert. Nachdem der Überstand 
entnommen worden war wurden die Beads dreimal mit 1 ml Puffer gewaschen und 
gebundenes Protein mit 60 µl 6M Harnstoff, pH 2,3 oder direkt in SDS-Probenpuffer 




- PD10-Gelfiltration  
PD10-Fertigsäulen von Amersham Pharmacia Biotech eigenen sich für das schnelle Umsalzen 
von Proteinlösungen sowie zum Entfernen von niedermolekularen Bestandteilen durch eine 
Gelfiltration an einer G25M-Matrix. Die Säule wurde mit ca. 10 Säulenvolumen des 
Endpuffers äquilibriert. Nach dem vollständigen Einlaufen des Puffers bis an die Fritte wurde 
die Probe in 2,5 ml Volumen aufgetragen. Die Elution erfolgte durch Gravitationsfluss in 1 ml 
Fraktionen. Die Proteine eluierten in Fraktion 3 und 4.     
 
- FPLC mit Superdex-S75  
Für die Abtrennung der verunreinigenden E. coli-Proteine aus der Elution der in der Ni2+-
NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigten HBVpreS1(His)6-Proteine wurden 10 ml des 
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Eluats (OD280 0,7) auf eine S75-Säule (Pharmacia) gegeben. Als mobile Phase wurde ein 4 M 
Harnstoffpuffer mit einer Laufgeschwindigkeit von 4 ml/min verwendet. Die Proteine wurden 
in 4 ml Fraktionen gesammelt und einzelne Fraktionen anschließend in einer SDS-PAGE 
kontrolliert.    
 
- FPLC mit Superdex-S200  
Für eine Auftrennung der in einer GSH-Affinitätschromatographie eluierten Fusionsproteine 
wurden 3 ml des Eluats (OD280 0,7-1,3) auf eine S200-Säule (Pharmacia) gegeben. Als 
Mobile Phase wurde PBS mit einer Laufgeschwindigkeit von 2,2 ml/min verwendet. Die 
Proteine wurden in Fraktionen der Größe 2,2 ml gesammelt und einzelne Fraktionen 
anschließend in einer SDS-PAGE kontrolliert. 
 
3.4.3 Biotinylierung von HBVpreS/2-48myr-Bindungspartnern auf der Plasmamembran von 
HepaRG oder HepG2-Zellen  
 
3.4.3.1 Kopplung von HBVpreS/2-48myr mit SulfoSBED 
0,6 mg SulfoSBED wurden bei RT in 25 µl DMSO gelöst. 11 µl dieser Lösung wurden zu 
250 µl einer 0,4 mM Peptidlösung gegeben. Die Peptidlösung wurde bei RT für 30 min unter 
Lichtschutz und Rühren mit der gelösten SulfoSBED Substanz inkubiert. Ungekoppeltes 
SulfoSBED wurde mit Hilfe einer PD10 (Amersham)-Gelfiltration entfernt. Zu diesem Zweck 
wurde die PD10 Säule mit 30 ml PBS äquilibriert. Auf die Säule wurde 261 µl der 
SulfoSBED –Peptidlösung aufgetragen sowie weitere 750 µl PBS. Nach dem Einlaufen 
wurden jeweils 1 ml PBS auf die Säule gegeben und die durchfließenden 1 ml Fraktionen 
gesammelt. Das Peptid eluiert in Fraktion 3 und 4 die zu einer Fraktion zusammengefasst 
wurde. Geht man davon aus, dass man etwa 50% des Proteins bei der Reinigung verliert, so 
hat das Peptid in den 2 ml der Elution eine Konzentration von ca. 25 µM. 
 
3.4.3.2 Biotinylierung der Membranproteine 
Für die Reaktion wurden Zellkultur-Schalen mit einem Durchmesser von 15 cm verwendet.  
HepaRG und HepG2-Zellen wurden vor der Inkubation mit dem Peptid 4x mit 20 ml PBS 
gewaschen um Reste des Mediums zu entfernen. Nach dem waschen wurden 15 ml PBS zu 
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den Zellen gegeben und für die Kopplungsreaktion 150 µl des SulfoSBED Peptids. Dies 
entspricht einer Peptid-Endkonzentration von ca. 250 nM. Die Zellen wurden im Dunkeln für 
1 h bei RT mit dem Peptid inkubiert und dann für 10 min mit UV-Licht der Wellenlänge 365 
nm bestrahlt. Die Zellen wurden dreimal mit 20 ml PBS gewaschen und in 5 ml PBS von der 
Kulturschale gekratzt. Nach der Pelletierung der Zellen durch Zentrifugation für 5 min bei 
5000 rpm (Tischzentrifuge), wurden die Zellen in RIPA-Puffer gelöst (500 µl RIPA-Puffer 
pro 0,2 g Zellpellet). Anschließend wurden nicht gelöste Zellbestandteile für 10 min bei 1500 
g abzentrifugiert und die Gesamtprotein-Konzentration mit Bradfordreagenz bestimmt. In 
einer SDS-PAGE (7% und 14%)  wurden je 3,5 µg Gesamtprotein aufgetrennt. Die Proteine 
wurden vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und die Membran im Anschluss 
daran mit 3% BSA in TBS-Tween für 30 min bei RT abgesättigt. Die Membran wurde dann 
mit horse radish peroxidase (HRP) gekoppeltem Streptavidin (Pierce) in der vom Hersteller 
empfohlenen Verdünnung für 1 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal 
mit TBS-Tween gewaschen und dann für 30 min mit 2% Milch in TBS-Tween inkubiert. 
Nach nochmaligem Waschen (3 X TBS-Tween) wurden reaktive Banden mit ECL (Enhanced 
Chemiluminescenc –Systems (ECL/Amersham und Eigenproduktion)) sichtbar gemacht. 
 
3.4.4 Proteinspaltung mit der Endoprotease Faktor Xa 
Die Restriktionsprotease Faktor Xa (Roche) wurde in destilliertem Wasser zu einer 
Proteinkonzentration von 1 mg/ml gelöst. Für die Spaltung wurde zu der Proteinlösung 
(PBS+25 mM GSH) CaCl2 (1 mM Endkonzentration) als Cofaktor des Enzyms gegeben. Das 





E. Ergebnisse  
 
1. Expression, Aufreinigung und Charakterisierung von preS-Proteinen mit 
His-Tag 
 
Im DHBV-Modellsystem konnte gezeigt werden, dass rekombinantes DHBVpreS eine 
Infektion von PDHs mit DHBV in mikromolaren Konzentrationen inhibieren kann. Da mit 
der infizierbaren Zelllinie HepaRG erstmals ein geeignetes in vitro HBV-Infektionssystem zur 
Verfügung steht, sollte getestet werden, ob auch rekombinantes HBVpreS1 in der Lage ist, 
eine HBV-Infektion zu inhibieren. Wäre dies der Fall, so sollte mit mutierten rekombinanten 
HBVpreS1-Proteinen, analog den Versuchen im DHBV-System, ein möglicher 
Rezeptorbindebereich über Deletionen innerhalb der Peptide eingegrenzt werden. 
  
1.1 Etablierung der Herstellung von HBVpreS/1-108(His)6  
 
Für die Herstellung des rekombinanten Proteins HBVpreS/1-108(His)6 wurde die kodierende 
preS1-Sequenz des Subtyps ayw (Genotyp D) in den E. coli-Expressionsvektor pQE40 
kloniert. Dieser Vektor ermöglicht die Expression eines Fremdproteins, das am N-Terminus 
mit einem vektorkodierten Hexahistidintag (His-Tag) sowie sechs dazwischenliegenden As 
ausgestattet ist. Der His-Tag ermöglicht eine effiziente Aufreinigung des Proteins unter 
denaturierenden Bedingungen mit Hilfe einer Affinitätschromatographie, die Ni2+-NTA als 
Matrix verwendet. Das Fusionsprotein wurde in einem Liter Bakterienkultur exprimiert und 
von der Ni2+-NTA Matrix in 7 M Harnstoff eluiert. Proben der einzelnen 
Aufreinigungsschritte wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und nach Coomassiefärbung 
im Gel kontrolliert (Abb. 15). Pro Liter Expressionskultur konnten etwa 10 mg Protein 
aufgereinigt werden. Da das eluierte Protein noch immer Verunreinigungen von E. coli-
Proteinen enthielt, wurden die Elutionsfraktionen gesammelt und in einer Gelfiltration mit 
einer S75-Gelfiltrationssäule (Pharmacia) in einem 4 M Harnstoff enthaltenden Laufpuffer 





Bei der Analyse der einzelnen Fraktionen in einer SDS-PAGE mit anschließender 
Coomassiefärbung zeigte sich, dass HBVpreS/1-108(His)6 in den Fraktionen des zweiten 
Maximums eluierte (Abb. 16, Spur 5-9: Fraktion 35-39). Verunreinigende E. coli-Proteine 
wurden bei der Gelfiltration vollständig abgetrennt und eluierten die im Wesentlichen in den 
Fraktionen des ersten Maximums (Abb. 16, Spur 2-4: Fraktionen 31-34). Die Fraktionen mit 
gereinigtem HBVpreS/1-108(His)6 wurden gesammelt und für die Verwendung im 




Abb. 15: Aufreinigung von HBVpreS/1-108(His6) aus E. coli. Bakterien aus einer HBVpreS/1-108(His)6 
Expressionskultur wurden mit 6 M Guanidinhydrochlorid aufgeschlossen und der Proteinextrakt über eine Ni2+-
NTA-Agarosesäule gegeben. Gebundene Proteine wurden nach den Waschschritten mit den Puffern 1 und 2, mit 
7 M Harnstoff und 250 mM freiem Imidazol in wenigen Fraktionen quantitativ eluiert. Die Proteine der 
Elutionfraktionen 1-4 wurden in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (12,5% Polyacrylamid) aufgetrennt und 
mit Coomassie-Blau gefärbt. Spur 1: 1µl des Auftrags auf die Säule. Spur 2: 1 µl des Durchfluss. Spur 3+4: 1 µl 
des ersten und zweiten Waschüberstands mit dem Puffer 1. Spur 5: 1µl des Waschüberstands mit dem Puffer 2. 
Spur 6-9: 1 µl der Elutionsfraktionen 1-4. Spur 10: 5 µl der Elutionsfraktion 3. Auf der rechten Seite ist das 






1.2 Untersuchung der Infektionskompetitionsaktivität von HBVpreS/1-108(His)6  
 
Da zum Zeitpunkt der Versuche die infizierbare Zelllinie HepaRG im Labor noch nicht 
verfügbar war, wurden das HBVpreS/1-108(His)6-Protein von unserem Kooperationspartner 
P. Gripon auf seine Fähigkeit getestet, die HBV-Infektion der HepaRG-Zellen zu inhibieren. 
Dafür wurden HepaRG-Zellen in Abwesenheit oder Gegenwart von HBVpreS/1-108(His)6 
(Endkonzentration 6,3 µM und 18,9 µM) mit HBV-Partikeln über Nacht inkubiert (siehe Abb. 
 
 
Abb. 16: Gelfiltration von HBVpreS/1-108(His6)-Protein. (A) 10 ml Eluat einer Ni2+-NTA-Reinigung von 
HBVpreS/1-108(His6) (OD280 0,7) wurde auf eine S75-Gelfiltrationssäule (Pharmacia) in 4 M Harnstoff-
Laufpuffer mit einer Flussgeschwindigkeit von 4 ml/min gegeben und der Durchfluss in 4 ml großen Fraktionen 
gesammelt. (A) Eluierte Proteine der beiden Maxima (Fraktion 32-39) wurden in einer SDS-PAGE mit einem 
Tricin-Gel (12,5% Polyacrylamid) aufgetrennt und anschließend mit Coomassie-Blau gefärbt. Spur 1: MGS 1 µl. 
Spur 2-9: je 5 µl der Elutionsfraktionen 32-39. Die Zahlen oben markieren die Elutionsfraktions-Nummern. Auf 
der rechten Seite ist das HBVpreS/1-108(His6) gekennzeichnet. MGS: Molekulargewicht-Standard in kDa. (B) 
Ausschnitt des Elutionsprofils der S75-Elution im Bereich der beiden Hauptmaxima (Fraktionen 32-39). Die 
Zahlen oben kennzeichnen die Fraktionsnummer der Elution. Die x-Achse repräsentiert den zeitlichen Verlauf 




17). Nach mehrfachem Waschen der Zellen wurde sekretiertes HBsAg im Überstand von Tag 
6-12 nach Infektion (n. I.) in einem kommerziell erhältlichen ELISA quantifiziert. Es zeigte 
sich, dass HBVpreS/1-108(His)6 eine Infektion bereits bei einer Konzentration von 6,3 µM zu 








Abb. 17: Schematische Darstellung des HBV-Infektionsinhibitionstests mit HepaRG-Zellen. (1) Die Zellen 
wurden in 6-fach oder 12-fach Zellkulturschalen ausgesät. Nach zwei Wochen waren sie konfluent und wurde 
anschließend in Differenzierungsmedium in Gegenwart von 2% DMSO sowie Hydrocortison gehalten. (2) Nach 
2 Wochen bilden sich Inseln mit differenzierten Hepatozyten. (3) Für die Infektionsinhibitonsexperimente 
wurden die Zellen für 30 min mit dem Inhibitor in verschiedenen Konzentrationen (auch 0 nM) vorinkubiert. (4) 
Anschließend wurden die Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit des Inhibitors infiziert. Das Infektionsmedium 
enthielt HBV-Partikeln aus 50-fach konzentrierten HepG2.2.15 ÜS und 4% PEG. Die Infektion erfolgte über 
Nacht. Das Medium mit Virus und Inhibitor wurde anschließend von den Zellen abgenommen und diese dreimal 
mit Medium gewaschen. (5) Das Medium wurde bis Tag sechs nach Infektion alle zwei Tage gewechselt, ab Tag 
6 bis Tag 12 wurde es nicht mehr gewechselt. (6) An Tag 12 wurde der ÜS abgenommen und der HBsAg bzw. 




1.3 Expression, Aufreinigung und Charakterisierung von HBVpreS/1-108(His)6-
Proteinen mit internen Deletionen  
 
Die bereits für HBVpreS/1-108(His)6 etablierte Aufreinigungsmethode wurde nun verwendet, 
um eine Reihe interner preS1-Deletionsmutanten herzustellen. Mit diesen sollte der für die 
Infektionsinhibition verantwortlichen Bereiche innerhalb von HBVpreS/1-108(His)6 bestimmt 
 
 
Abb. 18: Analyse gereinigter HBVpreS/1-108(His)6-Proteine mit internen Deletionen. (A) Schematische 
Darstellung der HBVpreS/1-108(His)6-Proteine als Volllängeprotein sowie mit den internen Deletionen ∆3-7, 
∆23-27, ∆43-47, ∆63-67, ∆83-87 und ∆3-7/ ∆43-47. Die Nummern oberhalb der Balken bezeichnen die preS-
Aminosäureposition. (B) Die über Ni2+-NTA/Gelfiltration gereinigten Proteine wurden in einer SDS-PAGE mit 
einem Tricin-Gel (12,5% Polyacrylamid) aufgetrennt und mit Coomassie-Blau gefärbt (links) oder im Western 
Blot (rechts) mit einem Antiserum gegen HBVpreS1/2 (H863) analysiert. Es wurden gleiche Mengen Protein  
(nach OD280 Messung) aufgetragen (600 ng Protein im Coomassie-Blau gefärbten Gel und 60 ng Protein im 
Western Blot). Spur 1:MGS. Spur 2: HBVpreS/1-108(His)6. Spur 3: HBVpreS/1-108(His)6 ∆3-7. Spur 4: 
HBVpreS/1-108(His)6 ∆23-27. Spur 5: HBVpreS/1-108(His)6 ∆43-47. Spur 6: HBVpreS/1-108(His)6 ∆63-67. 
Spur 7: HBVpreS/1-108(His)6 ∆83-87. Spur 8: HBVpreS/1-108(His)6 ∆3-7/43-47. MGS: Molekulargewicht-




werden. Dafür wurde eine Reihe interner Deletionsmutanten von HBVpreS/1-108(His)6 
exprimiert und aufgereinigt und die Mutanten auf ihre Infektionskompetitionsaktivität hin 
getestet.  
Die Mutanten stellen zudem ein geeignetes Hilfsmittel zur Bestimmung der Epitope von 
preS1-spezifischen Antikörpen dar. Hergestellt wurden die Proteine HBVpreS/1-108(His)6 
mit den Aminosäure-Deletionen ∆3-7, ∆23-27, ∆43-47, ∆63-67, ∆83-87 und ∆3-7/ ∆43-47. 
Über Ni2+-Affinitätschromatographie konnten ausreichenden Mengen aller Varianten 
aufgereinigt werden (5-10 mg pro l Bakterienkultur). Die Proteine wurden über eine 
Gelfiltration von E. coli-Verunreinigungen befreit, Proben der jeweiligen Elution in einer 
SDS-PAGE aufgetrennt und nach Coomassiefärbung im Gel kontrolliert. Alle Proteine 
reagierten im Western Blot mit dem Antiserum H863, das gegen rekombinantes HBVpreS1 
und HBVpreS2 generiert worden war (Abb. 18, B). Für Infektionskompetitionsstudien 
wurden die Proteine zuvor gegen PBS dialysiert. Die ankonzentrierten Proteine mit 
Deletionen sowie das Volllängeprotein wurden dann von P. Gripon auf ihre 
Infektionskompetitionsaktivität in den Endkonzentrationen von 18,9 µM oder von 6,3 µM 
getestet. Im Gegensatz zum Volllängeprotein, das eine Infektion von HBV sowohl bei 
Konzentrationen von 18,9 µM als auch 6,3 µM zu etwa 70% inhibieren konnte, war keine der 
Mutanten in der Lage, die HBV-Infektion von HepaRG-Zellen zu inhibieren (Tab. 8). Der 
Bereich der As 3-77 scheint also für die Infektionskompetition notwendig zu sein.  
 
1.4 Expression, Aufreinigung und Charakterisierung von HBVpreS1(His)6-Proteinen 
mit N-terminalen Verkürzungen  
 
Im DHBV-System konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme des Virus in einem 
Mehrstufenmechanismus erfolgt. Die für die Wirtsspezifität verantwortliche preS-






















6,3 µM ++ - - - - - 




Aminosäuresequenz liegt außerhalb des preS-Bereichs, mit dem preS an den bereits 
identifizierten DHBV-Rezeptor duCPD bindet (As 30-115). Die Wirtsspezifität wird also 
nicht über eine Interaktion dieses Bereichs mit der duCPD vermittelt. Das myristoylierte 
DHBVpreS/2-41myr-Peptid kann eine DHBV-Infektion von PDHs mit hoher Effizienz 
inhibieren, obwohl die Aminosäuren außerhalb der duCPD-Bindungssequenz in preS liegen 
und das Peptid nicht an duCPD bindet.  
 
 
Abb. 19: Analyse gereinigter, N-terminal verkürzter HBVpreS(His)6-Proteine. (A) Schematische 
Darstellung von HBVpreS/1-108(His)6 sowie der N-terminal verkürzten Varianten 9-108, 19-108, 29-108, 39-
108 und 49-108. Die Nummern oberhalb der Balken bezeichnen die preS-Aminosäurepositionen. (B) Die über 
Ni2+-NTA/Gelfiltration gereinigten Proteine wurden in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (15% 
Polyarylamid) aufgetrennt und mit Coomassie-Blau gefärbt (links) oder im Western Blot (rechts) mit dem 
Antiserum H863 gegen HBVpreS1/2 analysiert. Es wurden gleiche Mengen Protein aufgetragen: 600 ng Protein 
für das Coomassie-Blau gefärbte Gel und 60 ng Protein für den Western Blot, nach OD280-Messung. Spur 1: 
MGS Spur 2: HBVpreS/1-108(His)6. Spur 3: Elution HBVpreS/9-108(His)6. Spur 4: HBVpreS/19-108(His)6. 
Spur 5: HBVpreS/29-108(His)6. Spur 6: HBVpreS/39-108(His)6. Spur 7: HBVpreS/49-108(His)6. MGS: 




Innerhalb von HBVpreS1 liegt die wirtsdiskriminierende Sequenz ebenfalls im N-terminalen 
Bereich, und auch hier ist das die 48 N-terminalen preS1-Aminosäuren umfassende Peptid 
HBVpreS/2-48myr inhibitorisch hochwirksam, obwohl es nur teilweise die für die Infektion 
wichtigen As 3-77 enthält. Andererseits waren mutante HBV-Partikel mit Deletionen 
innerhalb der As 3-77 nicht mehr infektiös. Da sich das unter E 1.2 beschriebene 
rekombinante, nichtmyristoylierte HBVpreS/1-108(His)6 als inhibitorisch erwiesen hatte und 
auch hier internen Deletionen im N-terminalen wie im C-terminalen Bereich zum Verlust 
dieser Aktivität führt, sollten weitere Proteine hergestellt werden. Basierend auf der 
Annahme, dass HBVpreS1 möglicherweise mit mehreren Rezeptoren interagiert, sollte durch 
diese Proteine ein anderer Interaktionspartner adressiert werden, als der, den HBVpreS/2-
48myr anspricht. Zu diesem Zweck wurden mutante Proteine mit verkürztem N-Terminus 
hergestellt, gereinigt und im Gel mit Coomassie-Blau gefärbt sowie im Western Blot 
kontrolliert (Abb. 19). Alle Proteine konnten in vergleichbaren Mengen (5 mg Protein pro 
Liter Bakterienkultur) wie das Volllängeprotein hergestellt werden, lediglich HBVpreS/29-
108(His)6 wurde aus unbekannten Gründen in geringeren Mengen exprimiert (2 mg Protein 
pro Liter Bakterienkultur). Die Aktivität dieser Proteine wurde nun in dem mittlerweile im 
Labor etablierten Infektionsinhibitionstest bestimmt. Die Zellen wurden zunächst eine halbe 
Stunde mit den Proteinen vorinkubiert und die Versuche durchgeführt, wie in Material und 
Methoden beschrieben. Die N-terminalen Proteine wurden in den Konzentrationen von 1,2 
µM verwendet. Zudem wurden das Volllängeprotein noch in der Konzentration von 2,9 µM 
und das HBVpreS/49-108(His)6-Protein in einer Konzentration von 8,9 µM getestet (Abb. 
20). Weder das Volllängeprotein noch eine der N-terminal verkürzten Varianten waren in der 
Lage, die Infektion bei einer Konzentration von 1,2 µM. zu inhibieren. Auch bei einer 
Konzentration von 2,9 µM war das Volllängeprotein nicht in der Lage, eine Infektion zu 
inhibieren. Das HBVpreS/49-108 war ebenfalls inaktiv, obwohl es in einer Konzentration 
eingesetzt wurde (8,9 µM), bei der das Volllängeprotein eine Infektion zu 70% inhibiert hatte 
(Tab. 8). Anhand der Kontrollen war ersichtlich, dass die Infektion im Prinzip erfolgreich 
war: das in einer Konzentration von 100 nM eingesetzte synthetische und myristoylierte 









Abb. 20: HBV-infektionskompetitionsanalyse von HBVpreS(His)6 und N-terminal verkürzten Varianten. 
Differenzierte HepaRG-Zellen in 6-fach Zellkultur-Schalen wurden in Gegenwart von HBVpreS/1-108(His)6 
und von N-terminal verkürzten HBVpreS(His)6-Varianten mit den preS-As 9-108, 19-108, 29-108, 39-108 und 
49-108 mit HBV inkubiert. Alle Peptide wurden in einer Konzentration von 1,2 µM getestet, das 
Volllängepeptid zudem in einer Konzentration von 2,9 µM und das 49-108 Peptid in einer Konzentration von 8,9 
µM. Als Kontrollen dienten Zellen, die nicht mit Peptid inkubiert worden waren (neg.) und Zellen, die mit 100 
nM HBVpreS/2-48myr-Peptid inkubiert worden waren (pos.). Das während Tag 6-12 n.I. in den Überstand 
sekretierte HBsAg wurde in einem kommerziell erhältlichen ELISA quantifiziert. Die Werte eines 
repräsentativen Experiments sind als Prozent der HBsAg-Werte einer nicht kompetierten Infektion aufgetragen. 






2. Herstellung und Analyse von myristoylierten preS-Peptiden als XaGST-
Fusionsproteine 
 
Um ihre biologische Funktion erfüllen zu können, benötigen einige Proteine einen 
Myristinsäurerest (C14:0), der kovalent an das N-terminale Glycin-2 gebunden ist192,222. Bei 
dieser so genannten Myristoylierung handelt es sich um einen irreversiblen, cotranslationalen 
Prozess237, in dessen Verlauf zunächst das Initiator-Methionin durch zelluläre 
Methionylaminopeptidasen abgespalten221,238 und Myristoyl-CoA von N-Myristyltransferasen 
kovalent an das Glycin der Position 2 gebunden wird. Auch die Funktion einiger viraler 
Proteine ist von ihrer Myristoylierung abhängig. So führt beispielsweise eine Mutation des 
Gly-2 bei dem HIV-1-Protein Pr55gag zum Verlust der Replikationsfähigkeit des Virus65. Für 
die Prozessierung des Capsid-Vorläuferproteins P1 und die Infektiosität des Poliovirus, wird 
ebenfalls die Myristoylierung des Poliovirus-Polyproteins benötigt102. 
Die L-Proteine von HBV und DHBV sind ebenfalls am Glycin-2 der preS1-Domäne 
myristoyliert121,159. Fehlt die Myristoylierung, so sind die Viren nicht mehr infektiös24,71,121. In 
Versuchen mit synthetischen, von DHBVpreS bzw. HBVpreS1 abgeleiteten Peptiden zeigte 
sich, dass diese die Infektion von PDHs bzw. HepaRG-Zellen, PHHs und primären Tupaia-
Hepatozyten inhibieren können. Die Inhibition ist um das 1000-fache stärker, wenn die 
Peptide am N-Terminus myristoyliert sind68,229. Um die Sequenzvoraussetzungen und den 
Mechanismus der Inhibition dieser myristoylierten Peptide untersuchen zu können und um die 
synthetischen Herstellung von Peptiden, die mit hohen Kosten verbunden ist, zu umgehen, 
sollte im Folgenden ein System zur rekombinanten Herstellung von myristoyliertem 
HBVpreS/2-48myr in E. coli  etabliert werden. 
 
2.1 Herstellung und Aufreinigung des rekombinanten HBVpreS/2-48XaGST-
Fusionsproteins aus E. coli. 
 
Rekombinante Proteine werden bei der Expression in E. coli nicht myristoyliert, da 
Prokaryoten die enzymatische Ausstattung für eine Myristoylierung fehlt. Duronio et al. 
konnten jedoch zeigen, dass Myristoylierung erfolgt, wenn ein rekombinantes Protein, das ein 
Myristoylierungssignal besitzt, zusammen mit der Hefe (S. cerevisiae) N-Myristoyltransferase 





Zu diesem Zweck wurde ein duales Vektor-System entwickelt: der Vektor pBB132 diente der 
Expression des Substratproteins und der Vektor pBB131 NMT der Expression der NMT. Die 
beiden Vektoren besitzen unterschiedliche Resistenzgene und können in E. coli gleichzeitig 
als episomale Plasmide vorliegen. Die Promotoren PrecA (bei pBB132) und Ptac (bei 
pBB131) erlauben die voneinander unabhängige Induktion der Transkription der enthaltenen 
DNA-Sequenzen (Abb. 21, B, C). Um HBVpreS/2-48myr rekombinant in dem Vektor pBB132 
darstellen zu können, wurde der kodierenden Sequenz für die HBVpreS1-Aminosäuren 1-48 
die Sequenz des Schistosoma japonicum Glutathion-S-Transferasegens (GST) im selben 
Leserahmen angehängt (Abb. 21, A).  
Dazwischen wurde eine Proteaseschnittstelle eingeführt, die es ermöglicht, gegebenenfalls das 
C-terminale GST nach Expression und Aufreinigung des Fusionsproteins vom HBVpreS-
Peptid abtrennen zu können (siehe auch Diplomarbeit Petra Simon200). Die verwendete 
Aminosäure-Sequenz Ile-Glu-Gly-Arg ↓ wird von der Endoprotease Faktor Xa erkannt und 
das Protein nach dem Arg geschnitten136. Der Gerinnungsfaktor Xa ist eine kommerziell 
erhältliche Serinprotease, die natürlicherweise das Substrat Prothrombin zu Thrombin 
überführt und somit aktiviert. Das Fusionsprotein HBVpreS/1-48XaGST (32 237 Da) ist im 
Gegensatz zu dem nur 48 As langen HBVpreS/2-48myr-Peptid groß genug, um effizient in E. 
 
 
Abb. 21: Schematische Darstellung des myristoylierten preS-Fusionsproteins sowie der 
Expressionsplasmide zur Coexpression von NMT und HBVpreS/2-48XaGST in E. coli. (A) Für die 
Expression des HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteins wurde die codierende Sequenz der Aminosäuren 1–48 
des HBVpreS-Proteins mit der Erkennungssequenz für die Endoprotease Faktor Xa sowie der codierenden 
Sequenz der Glutathione-S-Transferase verlängert. Diese Sequenz wurde in den E. coli-Expressionsvektor 
pBB132HBVpreS/1-48XaGSTmyr  eingefügt. (B) Dieser Vektor enthält neben dem Gen für das Fusionsprotein 
noch den induzierbaren Promotor PrecA, ein T7-Enhancer-Element g10L, das Ampicillin-Resistenzgen und die 
Startsequenz für den Replikationsbeginn ColE1. (C) Der Expressionsvektor pBB131NMT codiert für die Hefe-
NMT unter der Kontrolle des induzierbaren Promoter Ptac. Er enthält zudem das T7-Enhancer-Element g10L, 





coli exprimiert zu werden. Somit dient der C-terminale GST-Anhang nicht nur der 
Aufreinigung des Fusionsproteins mittels GSH-Affinitätschromatographie, sondern stabilisiert 
das kurze, für Degradation anfällige HBVpreS/2-48-Peptid. Die Sequenz für das sich 
ergebende Fusionsprotein HBVpreS/1-48XaGST wurde in den Expressionsvektor pBB132 
(siehe Klonierungsstrategie, Appendix) eingefügt. Der resultierende Vektor pBB132 
HBVpreS/1-48XaGST wurde zusammen mit dem Vektor pBB131 NMT zur Expression der 
Hefe-NMT in DH5α E. coli-Bakterien transformiert. HBVpreS/1-48XaGST und NMT 
wurden in Gegenwart von Myristat coexprimiert und Bakterien anschließend lysiert. Um als 
Kontrolle ein nichtmyristoyliertes Fusionsprotein zu erhalten, wurde zudem das 
Fusionsprotein in Abwesenheit der NMT exprimiert. Gesamtlysate der Bakterien wurden in 
einer SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression des Fusionsproteins im Western Blot 
kontrolliert (Abb. 22).  
 
Zum Nachweis der Peptide wurde das Antiserum H863 gegen HBVpreS1/2 und der 
monoklonaler Antikörper Ma18/7 verwendet. Das Fusionsprotein wurde in ausreichenden 
Mengen exprimiert und lief im Gel bei einem Molekulargewicht von etwas mehr als 30 kDa. 
In Gegenwart der NMT (Abb. 22, Spur 2) wurde HBVpreS/2-48XaGST deutlich stärker 
exprimiert als in Abwesenheit der NMT (Abb. 22, Spur 1). Dies bestätigte sich in der 




Abb. 22: Expression von HBVpreS/2-48XaGST in E. coli. Die Plasmide pBB132 HBVpreS/1-48XaGST und 
pBB131 NMT wurden in E. coli (DH5α) cotransformiert und die Expression der NMT und des Fusionsproteins 
induziert (Spur 2). Als Kontrolle wurde HBVpreS/1-48XaGST alleine exprimiert (Spur 1). Nach 3 h Expression 
wurden die Bakterien lysiert und der Proteinextrakt in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (15% 
Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) aufgetrennt. Das Fusionsprotein konnte im Western Blot mit dem Antiserum 
H863 und dem monoklonalen anti-HBVpreS1 Ak Ma18/7 (Epitop: AS 20-DPAF-24) nachgewiesen werden. 
Spur 1: E. coli pBB132 HBVpreS/1-48XaGST-Expressionskultur, 1 µl. Spur 2: E. coli pBB132 HBVpreS/1-





Zur Aufreinigung mittels GSH-Affinitätschromatographie wurden die nichtlöslichen 
Bestandteile der E. coli-Proteinextrakte durch Zentrifugation abgetrennt und die gelösten 
Proteine über Säulen mit einer Matrix aus 3 ml GSH gekoppelter Agarose gegeben. Nach 
Waschen der Säule mit PBS wurden gebundene Protein in einem scharfen Maximum 
(Fraktion 2-3) mit 25 mM freiem GSH eluiert (Abb. 23, Spur 5+6). Wie der Vergleich von 
Auftrag und Durchfluss der Säule verdeutlicht (Abb. 23, Spur 2+3), konnte mit der 
verwendeten Menge GSH-Agarose nicht das gesamte enthaltene GST-Fusionsprotein aus der 
Lösung abgereinigt werden, da das Säulenmaterial durch die Proteinmenge überladen war.  
 
Eine erneute Affinitätschromatographie mit dem Durchfluss der ersten Reinigung erbrachte 
noch einmal die gleiche Menge an gereinigtem Protein. Für weitere Aufreinigungen wurde 
das Volumen der Säule erhöht. Abb. 24 zeigt die aufgereinigten Proteine nach SDS-PAGE 
und Coomassiefärbung (links) bzw. Western Blot Analyse (rechts). Bei Coexpression mit der 
 
 
Abb. 23: Aufreinigung von HBVpreS/2-48XaGSTmyr  aus E. coli. Bakterien einer Expressionskultur wurden 
mit einem Homogenizer in PBS lysiert, das Fusionsprotein aus dem Zelllysat mittels GSH-
Affinitätschromatographie angereichert und gebundene Proteine mit 25 mM freiem GSH eluiert (Spur 4-8). 
Proteine des Auftrags und Durchflusses sowie der Elutionsfraktionen 1-6 wurden in einer SDS-PAGE mit einem 
Laemmli-Gel (15% Polyacrylamid) aufgetrennt und mit Coomassie-Blau gefärbt. Die Bande bei 56 kDa konnte 
durch Sequenzierung als NMT identifiziert werden. Spur 1: MGS, 1 µl, Spur 2: Auftrag E. coli-Lysat, 1µl, Spur 
3: Säulendurchfluss, 1.2 µl, Spuren 4-9: Fraktionen der Elution, je 2 µl. Auf der rechten Seite sind die NMT und 





NMT waren 4 Proteine erkennbar. Die apparenten Molekulargewichte, bei denen diese im Gel 
laufen, wurden anhand der Laufweite der MGS-Proteine mit Hilfe einer Eichkurve bestimmt 
(Daten nicht gezeigt). Die einzelne obere Bande lief bei einem Molekulargewicht von 56 kDa. 
Die Mikrosequenzierung dieser Bande ergab, dass es sich um die Hefe-NMT handelt (Daten 
nicht gezeigt).  
 
Da diese über keinen GST-Anhang verfügt, wird sie offensichtlich mit ihrem Substrat 
coeluiert. Diese Substrat-Assoziation der NMT kann als erstes Indiz für eine Myristoylierung 
des Fusionsproteins gewertet werden. Die oberste der drei beieinander liegenden Banden lief 
bei einem Molekulargewicht von 32,35 kDa, die Mittlere bei 30,9 kDA und die Unterste bei 
 
 
Abb. 24: Analyse der GSH-Affinitätschromatographie gereinigten Proteine. HBVpreS/2-48XaGSTmyr 
wurde in Gegenwart (+NMT) oder Abwesenheit (-NMT) der NMT exprimiert und mittels GSH-
Affinitätschromatographie gereinigt. Die GST-Fusionsproteine wurden in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-
Gel (13,5% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefärbt (Spur 1+2). Die 
Prozentzahlen geben den Anteil der NMT und des Fusionsproteins am Gesamtproteingehalt der Elution an 
(bestimmt mit Hilfe der Quantifizierungssoftware Quantity 1 von Bio Rad). Im Western Blot wurden die 
Proteine mit dem Antiserum H863 gegen HBVpreS1/2, dem anti-HBVpreS1 mAk Ma18/7 oder dem anti-
HBVpreS1 mAk 5a19 (Epitop: AS 26-32) analysiert. Die mit H863 inkubierte Membran wurde vom Ak befreit 
und zur Analyse mit dem mAk Ma18/7 nochmals verwendet. Es wurden gleiche Mengen Gesamtprotein 
aufgetragen (nach OD Messung bei 280 nm), 3 µg/Spur im Coomassie-Blau gefärbten Gel und 300 ng/Spur im 
Western Blot. Spur 1+3+5: Elutionsfraktion von gereinigtem Fusionsprotein, das in Gegenwart von NMT 
exprimiert wurde. Spur 2+4+6 Elutionsfraktion von gereinigtem Fusionsprotein, das in Abwesenheit von NMT 
exprimiert wurde. Auf der linken Seite sind Fusionsprotein und NMT gekennzeichnet. MGS: Molekulargewicht-





von 28,38 kDa. Die Western Blot-Analyse (Abb. 24, rechts) und die 
massenspektroskopischen Untersuchungen der Proteine ergaben, dass es sich bei den drei 
Banden um das Volllänge-Fusionsprotein sowie um die N-terminal verkürzten Varianten 
HBVpreS/15-48XaGST und HBVpreS/25-48XaGST handelt (Tab. 10). Im Western Blot mit 
dem anti-HBVpreS1/2-Antiserum H863 wurden alle drei Banden erkannt. Der monoklonale 
anti-HBVpreS1-Antikörper Ma18/7 (Epitop: AS 20-DPAF-24) konnte die Unterste der drei 
Proteinbanden nicht erkennen, obwohl das Protein, wie mit dem Antiserum H863 erkennbar, 
auf der Membran war. Der monoklonale anti-HBVpreS1-Antikörper 5a19 (Epitop: 26-
NTANPDW-32) hingegen erkennt diese unterste Bande. Dies zeigt, dass dem Protein der 
untersten Bande die ersten N-terminalen As 24-26 As fehlen. Mit dem mAk 5a19 bekommt 
man nur ein schwaches Signal bei dieser Bande, vermutlich, weil dessen Epitop sehr nah am 
N-terminalen Ende liegt. Bei der mittleren Bande zeigte die Western Blot Analyse, dass die 
N-terminalen As vor As 20 fehlen, da sie von dem Ak Ma18/7 noch erkannt wird. Die NMT 
wurde von keinem Ak erkannt. Die Bandenmuster der in Gegenwart bzw. Abwesenheit der 
NMT exprimierten Fusionsproteine unterscheiden sich voneinander: während bei einer NMT-
Coexpression alle drei Varianten des Fusionsproteins in etwa gleichen Mengenverhältnissen 
auftreten, ist die oberste Bande bei alleiniger Expression des Fusionsproteins im Verhältnis zu 
den kleineren Banden wesentlich stärker exprimiert, wobei hier auch die Gesamtmenge an 
aufgetragenem Protein größer ist. Außerdem tritt im Bereich der untersten Bande eine 
zusätzliche Bande auf. Die Unterschiede im Bandenmuster deuten auf eine Myristoylierung 
bei NMT-Coexpression hin. Die Myristoylierung bewirkt wahrscheinlich eine 
unterschiedliche Lokalisation innerhalb der Zelle, sodass das myristoylierte Fusionsprotein 
zellulären Proteasen in anderer Weise ausgesetzt ist, als das Nichtmyristoylierte.  
 
2.2 Nachweis der proteolytischen Prozessierung und der Myristoylierung von 
HBVpreS/2-48XaGST   
 
Um zu testen, ob das GST des HBVpreS/2-48-Peptids mit Faktor Xa abgespalten werden 
kann und um eine geeignete Dauer der proteolytischen Spaltung zu bestimmen, wurden 12 µg 
Gesamtprotein aus der Elution der GSH-Affinitätschomatographie mit ca. 1/100 der 
Gewichtsmenge Faktor Xa (0,12 µg) inkubiert. Proben wurden nach 0.5 h, 1 h, 2 h, 4 h und 18 





mit Coomassie-Blau und Silber gefärbt oder im Western Blot mit dem anti-HBVpreS1-
Antikörper Ma18/7 analysiert (Abb. 25, A, B, C).  
 
Im Coomassie-Blau gefärbten Gel sieht man, dass die oberen beiden Fusionsproteinbanden 
mit zunehmender Dauer der Faktor Xa Inkubation abnehmen und nach 18 h am schwächsten 
sind, jedoch nicht vollständig proteolytisch gespalten wurden. Parallel zum Schwinden der 
oberen Banden taucht eine Bande bei ca. 25 kDa auf, die in ihrer Größe dem Spaltprodukt 
GST (26 kDa) des Fusionsproteins zugeordnet werden kann und in ihrer Intensität bis 18 h 
nach Zugabe der Protease zunimmt. Interessanterweise nimmt, wie im coomassiegefärbten 
Gel zu sehen ist (Abb. 25, A), die Intensität der untersten der drei beieinander liegenden 
Banden (28,38 kDa) im Verlauf der proteolytischen Spaltung nicht ab, sondern sogar eher zu. 
 
 
Abb. 25: Proteolytische Spaltung von HBVpreS/2-48XaGSTmyr mit Endoprotease Faktor Xa. GSH-
Agarose gereinigtes HBVpreS/2-48XaGSTmyr wurde mit einer Faktor Xa-Menge von 1/100 der Gewichtsmenge 
der Elutionsproteine inkubiert. Proben wurden 30 min, 1 h, 2 h, 4 h und 18 h nach Zugabe des Enzyms 
entnommen und in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (13,5% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) aufgetrennt. 
Pro Zeitwert wurden 2 µg Protein aufgetragen und die Proteine mit Coomassie-Blau (A) und anschließend mit 
Silber gefärbt (B). Für den Western Blot mit dem Antiserum H863 wurden 200 ng Protein pro Zeitwert 
aufgetragen (C). Das  freie HBVpreS/2-48Xamyr-Peptid konnte nur bei längerer Filmexposition sichtbar gemacht 
werden. Spur 1: MGS 1.5 µl. Spur 2-7: Entnahme der Proben der proteolytischen Spaltung erfolgte zu den oben 
vermerkten Zeitpunkten (in h) nach Zugabe des Enzyms. Auf der rechten Seite sind die Proteine NMT, 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr, GST sowie das HBVpreS/2-48Xamyr-Peptid gekennzeichnet. MGS: 





Dies deutet auf eine unspezifische Spaltung des Fusionsproteins innerhalb der HBVpreS-
Region hin. Dass diese nicht innerhalb des GSTs erfolgt zeigt die Tatsache, dass GST auf der 
erwarteten Höhe lief und selbst nicht unspezifisch gespalten zu werden scheint. Die 
Beobachtung, dass das Produkt der Faktor Xa Spaltung innerhalb von HBVpreS/2-48Xa auf 
der gleichen Höhe läuft wie die unterste der drei Fusionsproteinbanden, ließ schon vermuten, 
dass das Fusionsprotein zwischen As 24-26 von Faktor Xa gespalten wird. Diese Aminosäure-
Sequenz stellt offenbar eine für Proteasen sensititve Region dar. Das N-terminale 
Spaltprodukt HBVpreS/2-48Xa ist im coomassiegefärbten Gel nicht erkennbar, wird aber 
nach 2 h Inkubation mit Faktor Xa im Silbergel sichtbar (Abb. 25, B, Spur 5-7). Im Western 
Blot zeigte sich erst bei langer Exposition des Films ein Signal unterhalb der 14 kDa 
Markerbande: es sind drei Banden erkennbar, von denen die beiden oberen deutlich 
schwächer sind. Aufgrund der Größe der Banden kann man vermuten, dass es sich bei der 
untersten Bande im mit Silber gefärbten Gel und im Western Blot um die Fragmente 
HBVpreS/25-48Xa und HBVpreS/2-24 handelt. Die größere Intensität des Signals dieser 
Bande kann dadurch erklärt werden, dass sich aus allen drei Varianten des Fusionsproteins bei 
Spaltung nach As 24 und in der Xa-Erkennungssequenz das Fragment HBVpreS/25-48Xa als 
ein Produkt ergibt. Hinzu kommt der N-terminale Teil des Spaltprodukts der obersten 
Fusionsproteinbande, HBVpreS/2-24myr (2768,64 Da) bzw. HBVpreS/2-24 (2558,24 Da). 
Dieser besitzt fast das gleiche Molekulargewicht wie HBVpreS/25-48Xa (3142,4 Da). Die 
beiden schwächeren und etwas größeren Banden im Western Blot könnten die N-terminalen 
Spaltprodukte HBVpreS/2-48Xamyr (5892 Da) bzw. HBVpreS/2-48Xa (5682 Da) und 
HBVpreS/15-48Xa (4321 Da) der oberen und mittleren Bande durch Xa-Spaltung in der Xa-
Erkennungssequenz darstellen. Das zusätzlich zu erwartende Fragment HBVpreS/15-24 (1196 
Da) einer Spaltung der mittleren Fusionsprotein-Variante ist im Western Blot vermutlich nicht 
mehr detektierbar. Wie im Coomassie-Blau und Silber gefärbten Gel erkennbar, scheint auch 
die NMT, zumindest teilweise, bei langen Inkubationszeiten von Faktor Xa gespalten zu 
werden (Abb. 25, A, B). Eine Spaltung außerhalb der Xa-Erkennungssequenz durch Faktor 
Xa wurde auch bei anderen beschriebenen Fusionsproteinen festgestellt (zur Übersicht 
siehe94).  
Um die Myristoylierung direkt nachweisen zu können wurden die Elutionsproteine mit ca. 
1/100 Gewichtsmenge Faktor Xa für 18 h inkubiert und die resultierenden Fragmente zur 
Kontrolle in einer SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend mit Silber gefärbt (Abb. 26, A). 





Das abgespaltene Peptid läuft im Gel bei einem höheren Molekulargewicht als das 
synthetische, vermutlich aufgrund der zusätzlichen As IEGR des rekombinanten Peptids.  
Insbesondere das Arginin kann das Laufverhalten durch seine Ladung verändern. Nach der 
Kontrolle der Hydrolyse im Gel, wurden die Größen der Fragmente mit Maldi-Tof-
Massenspektroskopie untersucht. Zwei der gefundenen monoisotopischen Massen konnten 
mit den zwei Fragmenten HBVpreS/2-24myr und HBVpreS/25-48Xa korreliert werden (Abb. 
26, B, Tab. 10). Dies bestätigte zum einen die Myristoylierung des Fusionsproteins durch die 
Hefe-NMT in E. coli, zum anderen die Spaltung des Fusionsproteins nach As 24 durch Faktor 
Xa und/oder eine E. coli-Protease. Die Vermutung, dass die mittlere 30.9 kDa Bande auf eine 
Spaltung des Volllänge-Fusionsproteins vor As 20 zurückgeht, wurde durch das Auffinden 







Abb. 26: Nachweis der Myristoylierung von HBVpreS/2-48XaGSTmyr. (A) Die Elutionsproteine aus der 
GSH-Agarose-Reinigung wurde mit 1/100 der Substratmasse Faktor Xa für 18 h inkubiert. Proteine wurden in 
einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (16% Polyacrylamid) aufgetrennt und mit Silber gefärbt. Spur 1: 
synthetisches HBVpreS/2-48myr, 1 µg. Spur 2: Elutionsproteine, 6 µg. Spur 3: Elutionsproteine 6 µg, inkubiert 
mit Faktor Xa. Links ist das Fusionsprotein HBVpreS/2-48XaGSTmyr sowie das HBVpreS/2-48Xamyr-Peptid 
gekennzeichnet. MGS: Molekulargewicht-Standard in kDa. (B) Das in Gegenwart der NMT exprimierte 
Fusionsprotein wurde mit Faktor Xa proteolytisch gespalten und die Peptid-Fragmente mit Maldi-Tof-
Massenspektroskopie analysiert. Für die Peptide HBVpreS/2-24myr und HBVpreS/25-48 konnten die 
korrespondierenden monoisotopischen Massen nachgewiesen werden. (C) Bei der Analyse der Fragmente des 





2.3 Bestimmung der Infektionskompetitionsaktivität von HBVpreS/2-48XaGSTmyr   
 
Es erhob sich nun die Frage, ob die As des C-terminalen GST-Proteins die inhibitorische 
Aktivität des HBVpreS/2-48myr-Peptids beeinflussen, beispielsweise durch sterische 
Behinderung der Wechselwirkung des Peptids mit seinem Interaktionspartner oder das 
Verhindern einer speziellen Konformation des HBVpreS/2-48myr-Peptids.  
Das Fusionsprotein wurde daher auf seine Fähigkeit getestet, eine HBV-Infektion von 
HepaRG-Zellen zu inhibieren. Eine Übersicht der einzelnen Schritte des 
Infektionsinhibitionstests ist in Abb. 17 dargestellt. Differenzierte HepaRG-Zellen in 12-fach 
Zellkultur-Schalen wurden ein halbe Stunde mit dem gereinigten myristoylierten und 
nichtmyristoylierten Fusionsprotein in den apparenten Konzentrationen 0, 10, 40, 160 und 
640 nM vorinkubiert. Diese Konzentrationen wurden anhand der Extinktion bei einer OD von 
280 nm errechnet, unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten für HBVpreS/2-
48XaGSTmyr (OD280 von 1 entspricht 0,61 mg/ml Fusionsprotein bzw. einer Konzentration 
von 18,92 µM), ohne die Tatsache zu berücksichtigen, dass die mit aufgereinigte NMT in der 
Proteinlösung des myristoylierten Fusionsproteins enthalten ist. Auch die Tatsache, dass nur 
die oberste der drei Banden die aktive, myristoylierte Variante des HBVpreS/2-48myr-Peptids 
enthält, wurde zunächst nicht berücksichtigt. Der tatdächliche prozentuale Anteil des 
myristoylierten Fusionsproteins am Gesamtprotein wurde mit Hilfe des 
Quantfizierungsoftware Quantity 1 (BioRad) anhand der Intensität der Coomassie-Blau 
gefärbten Proteinebanden im Polyacryamidgel bestimmt (siehe Abb. 24). Um die effektiv 
eingesetzte Konzentration zu erhalten, muss die Konzentration des myristoylierten 
Fusionsproteins mit dem Korrekturfaktor 0.27, die des Nichmyristoylierten mit dem 
Korrekturfaktor 0.66 multipliziert werden (siehe auch Tab. 14). Die Zellen wurden über 
Nacht in Gegenwart des Fusionsproteins mit einer 50-fach ankonzentrierten HBV-
Stammlösung, die aus Mediumüberständen der HBV produzierenden Zelllinie HepG2.2.15 
hergestellt wurde, infiziert. Für die Infektion wurde die Stammlösung 1/20-1/30 in 4% PEG-






Das Infektionsmedium mit den HBV-Partikeln wurde nach ca. 12 h abgenommen und die 
Zellen dreimal mit Medium gewaschen. Sekretiertes HBsAg, bzw. HBeAg in den 
Überständen von Tag 6-12 wurde in einem kommerziellen ELISA quantifiziert. Wie in Abb. 
27 gezeigt, wurde die HBsAg-Sekretion in einer konzentrationsabhängigen Weise inhibiert. 
Bereits eine apparente Konzentration von 40 nM reichte aus, um die Infektion bis zur 
Nachweisgrenze zu inhibieren. Dies entspricht einer tatsächlichen Konzentration des 
myristoylierten Fusionsproteins von 11,1 nM (Tab. 15). Bei den Konzentratioenen von 160 
und 640 lagen die Werte für die HBsAg-Sekretion unterhalb der Nachweisgrenze des 
ELISAs. Das Fusionsprotein ist somit in einem vergleichbaren Konzentrationsbereich aktiv, 
wie das synthetische HBVpre/2-48myr. Im Gegensatz dazu kann das nichtmyristoylierte 
Fusionsprotein eine Infektion bei den verwendeten Konzentrationen nicht inhibieren, obwohl 
die tatsächliche jeweilige Konzentration des ungeschnittenen Fusionsproteins deutlich höher 
 
 
Abb. 27: HBV-Infektionskompetition mit HBVpreS/2-48XaGSTmyr. Differenzierte HepaRG-Zellen in 12-
fach Zellkultur-Schalen wurden in Gegenwart von myristoyliertem HBVpreS/2-48XaGSTmyr (schwarze Balken) 
und nichtmyristoyliertem HBVpreS/2-48XaGST (graue Balken) mit HBV infiziert. Die Proteine wurden in den 
apparenten Konzentrationen 0, 10, 40, 160, 640 nM verwendet. Die Zellen wurden 30 min mit den Peptiden 
vorinkubiert. Die Infektion erfolgte über Nacht in Gegenwart von 4% PEG. Nach Waschen der Zellen wurde das 
sekretierte HBsAg in den Überstände von Tag 6-12 nach Infektion (kein Medienwechsel in dieser Zeit) in einem 
kommerziell erhältlichen ELISA quantifiziert. Die Werte sind als Prozent der HBsAg-Werte einer nicht 
kompetierten Infektion aufgetragen. Die Zahlen unten geben die apparenten Fusionsprotein-Konzentrationen in 
nM an. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Infektionen. Die Rote Linie 





ist. Zudem wurde es in einer apparenten Konzentration von 1,2 µM getestet, zeigte aber auch 
bei dieser Konzentration keinen inhibitorischen Effekt (Daten nicht gezeigt).  
Aus diesem Experiment lassen sich mehrere Schlussfolgerungen ziehen: (i) HBVpreS/2-
48XaGSTmyr ist bei vergleichbaren Konzentration aktiv wie das synthetische HBVpreS/2-
48myr. (ii) Der C-terminale GST-Teil des Fusionsproteins hat keinen Einfluss auf die Aktivität 
von HBVpreS/2-48myr. (iii) Das Fehlen der Myristoylierung führt bei den getesteten 
Konzentrationen zu einem Verlust der Infektionsinhibitionsaktivität.  
 
2.4 Biochemische Charakterisierung von HBVpreS/2-48XaGSTmyr 
 
Mit Hilfe einer Gelfiltration konnte gezeigt werden, dass HBVpreS/2-48myr Micellen bildet, 
die in einer Gelfiltration im Ausschlussvolumen der verwendeten Pharmacia S200-
Gelfiltrationssäule eluieren (unpublizierte Daten, S. Urban).  
Um zu untersuchen, ob das Anhängen eines GST-Rests die Micellenbildung des Peptids 
verhindert, wurde das Laufverhalten von myristoyliertem Fusionsprotein im Vergleich zu dem 
nichtmyristoylierten und dem mit Faktor Xa gespaltenen Fusionsprotein in einer Gelfiltration 
untersucht. Vor der Gelfiltration des Fusionsproteins wurde ein Säulen-Eichlauf mit einem 
Proteinstandard durchgeführt (siehe MGS, Abb. 28, unten). Da die Molekulargewichte der 
einzelnen Proteine des Standards bekannt sind, konnte eine Eichgeraden erstellt werden (nicht 
gezeigt), mit der das Molekulargewicht zu jedem Zeitpunkt der Elution errechnet werden 
kann, sodass auch das Molekulargewicht der eluierenden Proteine oder Proteinkomplexe 
bestimmt werden konnte (Abb. 29, B). 
Die in PBS gelösten, durch GSH-Affinitätschromatographie gereinigten Proteine wurden auf 
eine S200-Gelfiltrationssäule gegeben. Im Elutionsprofil des ungeschnittenen myristoylierten 
Fusionsproteins (Abb. 28, oben) findet sich auf der Höhe des Ausschlussvolumens bei 
Fraktion 22 kein Elutionsmaximum. Man kann daher ausschließen, dass das myristoylierte 
Fusionsprotein in PBS Micellen bildet. Die Proteine eluieren in zwei Elutionsmaxima bei 118 
kDa und bei 51 kDa. Im Gegensatz dazu eluieren die Proteine aus der Aufreinigung des 
nichtmyristoylierten Fusionsproteins lediglich in dem Maximum bei 51 kDa (Abb. 28, unten). 
Zudem finden sich zwei schwache Elutionsmaxima im Bereich von 1-5 kDa. Bei der 
Gelfiltration von HBVpreS/2-48XaGSTmyr, das mit Faktor Xa versetzt wurde, ist das erste 
Elutionsmaximum reduziert, das zweite hingegen erhöht. Ein weiteres Maximum taucht bei 






Analysiert man im Falle der HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Gelfiltration die Proteine der 
Elutionsmaxima in einer SDS-PAGE (Abb. 29), so sieht man, dass in Fraktion 31 (Spur 3) 
innerhalb des ersten Maximums zunächst HBVpreS/2-48XaGSTmyr, zusammen mit der NMT 
coeluiert. Da NMT keine GSH-Bindedomäne besitzt muss sie über die Assoziation mit dem 
Fusionsprotein aufgereinigt worden sein. Im Verlauf der Fraktionen 32 und 33 (Spur 4 und 5) 
eluieren zusätzlich die N-terminal verkürzten Varianten des Fusionsproteins.  
In den Fraktionen 34 und 35 (Spur 6 und 7) geht der Anteil des Volllänge-Fusionsprotein und 
der NMT deutlich zurück, im zweiten Elutionsmaximum in den Fraktionen 36-38 (Spur 8-10) 
eluieren im wesentlichen die N-terminal verkürzten Varianten.  
 
 
Abb. 28: Vergleich der Gelfiltrations-Elutionsprofile von myristoyliertem, unmyristoyliertem sowie 
Faktor Xa gespaltenem Fusionsprotein. In drei unabhängigen Gelfiltrationsläufen wurde eine S200-
Gelfiltrationssäule (Pharmacia) jeweils mit HBVpreS/2-48XaGSTmyr (oben) und HBVpreS/2-48XaGST (unten) 
aus den Hauptfraktionen der GSH-Affinitätschromatographie sowie mit Faktor Xa gespaltenem HBVpreS/2-
48XaGSTmyr (mitte) beschickt. Die Läufe wurden mit PBS als Laufpuffer durchgeführt. Die 
Flussgeschwindigkeit betrug 2,2 ml/min. Vertikale Striche oben und in den Graphen markieren die 
Sammelfraktionen mit je 2.2 ml Volumen. Zahlen über den Graphen markieren die jeweilige Fraktionsnummer. 
Gestrichelte Linien markieren Fraktionen nahe der Elutionsmaxima sowie das Molekulargewicht (MG in kDa) 
bei dem sie eluieren. Unten sind die Molekulargewichte des MGS sowie das Ausschlussvolumen (Vo) der Säule 
aufgetragen. Der MGS wurde zum Erstellen einer Eichgeraden für die Bestimmung des Molekulargewichts bei 






Der Vergleich mit den in Tab. 9 zusammengestellten Molekulargewichten möglicher 
Proteinassoziations-Kombinationen, mit den Molekulargewichten der Elutionsfraktionen  
(Abb. 29, B), erlaubt es abzuschätzen, welche Proteine in der Gelfiltration miteinander 
assoziiert sind. So eluiert der Komplex aus NMT und dem Volllänge-Fusionsprotein (Fraktion 
31, Spur 3) zwischen einem Molekulargewicht von 181 kDa und 146 kDa.  
 
 
Abb. 29: Analyse der HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Gelfiltration. 3 ml Eluat aus der GST-Aufreinigung von 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr (OD280 1,3) wurde durch eine S200-Säule (Pharmacia) in PBS-Laufpuffer mit der 
Flussgeschwindigkeit von 2.2 ml/min geschickt und der Durchfluss in einer Fraktionsgröße von 2,2 ml 
gesammelt. (A) Eluierte Proteine der beiden Hauptmaxima (Fraktionen 30-41) wurden in einer SDS-PAGE mit 
einem Tricin-Gel (13,5% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) aufgetrennt und anschließend mit Coomassie-Blau 
gefärbt. Spur 1: MGS, 1,5 µl, Spur 2-13: je 6 µl der Elutionsfraktionen 30-41, Spur 14. Auftrag A, 2 µg. Die 
Zahlen oben markieren die Nummern der Elutionsfraktionen. Auf der rechten Seite sind die NMT und das 
Fusionsprotein gekennzeichnet. MGS: Molekulargewicht-Standard in kDa. (B) Ausschnitt des Elutionsprofils 
der S200-Elution im Bereich der beiden Hauptmaxima (Fraktionen 30-41). Die Zahlen oben kennzeichnen die 
Fraktionsnummer der Elution. Die x-Achse repräsentiert den zeitlichen Verlauf und die y-Achse die Extinktion 
der Elution bei einer Wellenlänge von 280 nm. Unter dem Graphen sind die errechneten Molekulargewichte 





Tab. 9: Molekulargewichte möglicher 
Kombinationen der Proteinassoziation. 
 
Daraus lässt sich schließen, dass in dieser 
Fraktion ein Komplex, bestehend aus 
zwei HBVpreS/2-48XaGSTmyr und zwei 
NMTs eluiert. Einem solchen Komplex 
entspräche ein Molekulargewicht von 
170,6 kDa (Tab. 9).  
Es ist bekannt, dass das GST-Protein 
Dimere ausbildet. Die beiden NMTs sind 
vermutlich mit je einer Erkennungs-
sequenz des myristoylierten HBVpreS/2-
48 assoziiert, die über das GST 
miteinander verbunden sind. In den 
Fraktionen des zweiten Elutions-
maximums (die Fraktionen 36, 37, 
entsprechen einem Molekulargewicht 
von 63-41 kDa) eluieren hingegen fast 
ausschließlich die N-terminal verkürzten 
Varianten. Auch diese scheinen über das 
GST dimerisiert zu werden. Die drei 
verschiedenen Kombinationen der 
verkürzten Proteine (2 x HBVpreS/15-48XaGST oder 2 x HBVpreS/25-48XaGST oder 
HBVpreS/15-48XaGST und HBVpreS/25-48XaGST) besitzen ein Molekulargewicht von 
61,4 kDa bis 59,1 kDa. Betrachtet man das Verhältnis der mittleren und der kleineren 
HBVpreS-Bande in Fraktion 36, 37 und 38 zueinander, so spiegelt sich die Auftrennung der 
leicht variierenden Dimergrößen darin, dass sich in Fraktion 36 im Verhältnis mehr der 
mittleren als der kleineren Variante findet, während das Verhältnis in Fraktion 37 gleich ist 
und in Fraktion 38 auf der Seite der kleineren Variante liegt (Abb. 29, A). Da sich in diesen 
Fraktionen praktisch keine NMT mehr findet, scheint diese nur an das myristoylierte 
Volllänge-Fusionsprotein über die HBVpreS1-Aminosäuren 2-15 zu binden, nicht an die 
verkürzten Varianten. Im ersten Elutionsmaximum, das bei 117 kDa liegt, finden sich alle drei 
Varianten des Fusionsproteins. Dies lässt sich zum einen über eine Assoziation der NMT mit 
einem myristoylierten Volllängeprotein sowie einer verkürzten Variante erklären, die jedoch 
keine NMT mehr binden kann, sodass Trimere entstehen, die ein Molekulargewicht zwischen 





einer NMT assoziiert sind (117,1 kDa) und in diesen Fraktionen eluieren. Das Abtrennen des 
myristoylierten Volllänge-Fusionsproteins von den N-terminal verkürzten Varianten in der 
Gelfiltration erfolgt also aufgrund der Assoziation von HBVpreS/2-48XaGSTmyr  mit der 
NMT. 
Bei einer Gelfiltration der Proteine aus der Reinigung des nichtmyristoylierten 
Fusionsproteins eluieren alle drei Varianten in einem Elutionsmaximum bei einem 
Molekuargewicht um 51 kDa, das dem Maximum 2 der Gelfiltration mit HBVpreS/2-
48XaGSTmyr  entspricht (Abb. 28, unten, Gel der Elution nicht gezeigt). Die 
nichtmyristoylierten Varianten bilden also ebenfalls Dimere in den sechs denkbaren 
Kombinationen aus. Da hier nun auch Kombinationen mit dem Volllänge-Fusionsprotein 
enthalten sind, ist das Maximum auch leicht in Richtung eines höheren Molekulargewichts 
verschoben. 
Eine Gelfiltration von HBVpreS/2-48XaGSTmyr, das zuvor mit Faktor Xa versetzt wurde, 
eluiert in vier Elutionsmaxima (die beiden ersten entsprechen den zuvor beobachteten 
Maxima bei 117 und 51 kDa, zwei weitere Maxima finden sich bei 4,6 kDa und 3,4 kDa). Der 
Vergleich der Elutionsprofile mit und ohne Faktor Xa Zusatz zeigt, dass das Maximum bei 
117 kDa nach Faktor Xa Zugabe deutlich schwächer ist, während das zweite Maximum bei 51 
kDa deutlich stärker ist, als ohne Faktor Xa (Abb. 28). Dies stimmt mit den Beobachtungen 
im Gel überein: im ersten Maximum finden sich noch geringe Mengen des ungeschnittenen 
myristoylierten Fusionsprotein und der NMT, im zweiten Maximum finden sich die beiden 
kürzeren Fusionsproteine sowie das abgespaltene GST, das als Dimer ein Molekulargewicht 
von 52,8 kDa besitzt (Abb. 30). Das zweite Maximum besteht also aus den verschiedenen 
Dimerkombinationen von HBVpreS/15-48XaGST, HBVpreS/25-48XaGST und GST.  
Beim Vergleich der Intensitäten der 28,38 kDa Bande vor und nach der Faktor Xa Inkubation 
(Abb. 26, Spur 1 und Spur 2) bemerkt man, wie schon im Gel der Abb. 25, dass sich diese 
nach Proteolyse durch Faktor Xa verstärkt hat, während die 32.25 und 30,9 kDa großen 
Banden fast vollständig hydrolysiert wurden. In der massenspektroskopischen Analyse der 
Fusionsproteine nach der Spaltung mit Faktor Xa wurden die Fragmente HBVpreS/2-24myr 
und HBVpreS/25-48Xa gefunden. Man kann also annehmen, dass Faktor Xa auch innerhalb 
der HBVpreS-Sequenz, nämlich nach As 24, schneidet. Da sowohl bei der Spaltung von 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr  als auch von HBVpreS/15-48XaGST  nach As 24 das Fragment 
HBVpreS/25-48XaGST entsteht, nimmt die Intensität des HBVpreS/25-48XaGST-Fragments 
nach einer unvollständigen Spaltung des Fusionsproteins nach der Faktor Xa 









Abb. 30: Analyse der Gelfiltration von HBVpreS/2-48XaGSTmyr, nach Faktor Xa-Spaltung. 3 ml 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr (OD280 0,7) wurde mit 1/100 der Substratmasse Faktor Xa für 18 h inkubiert und durch 
eine S200-Säule (Pharmacia) mit der Flussgeschwindigkeit von 2,2 ml/min geschickt. Der Durchfluss wurde in 
Fraktionen von 2,2 ml Volumen gesammelt. (A) Eluierte Proteine der vier Hauptmaxima (Fraktionen 31-39 und 
47-50) wurden in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (13,5% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) aufgetrennt 
und anschließend mit Coomassie-Blau gefärbt. Spur 1: HBVpreS/2-48XaGSTmyr vor Zugabe von Faktor Xa, 1 
µg. Spur 2: Auftrag auf die Säule, HBVpreS/2-48XaGSTmyr nach Zugabe von Faktor Xa, 1 µg. Spur 3-11: je 10 
µl der Elutionsfraktionen 31-39, Spur 12-15: je 10 µl der Elutionsfraktionen 46-49. Die Zahlen oben markieren 
die Nummern der Elutionsfraktionen. Auf der linken Seite sind die NMT, das Fusionsprotein und GST 
gekennzeichnet. MGS: Molekulargewicht-Standard in kDa. (B) Ausschnitt des Elutionsprofils der S200-Elution 
im Bereich der vier Hauptmaxima (Fraktionen 31-39 und 47-50). Die Zahlen oben kennzeichnen die 
Fraktionsnummern der Elution. Die x-Achse repräsentiert den zeitlichen Verlauf und die y-Achse die Extinktion 
bei einer Wellenlänge von 280 nm. Unter den Graphen sind die errechneten Molekulargewichte (MG) zu Beginn 





Betrachtet man das gesamte Elutionsprofil der Gelfiltration nach Faktor Xa Spaltung (Abb. 
28, mitte), so kann man einen sehr schwachen Anstieg der OD auf der Höhe des 
Ausschlussvolumens sehen (besser im Orginalprofil zu sehen), der vermutlich auf die Elution 
von Micellen, bestehend aus den Fragmenten HBVpreS/2-48Xamyr und HBVpreS/2-24Xamyr  
zurückgeht. Dass der Anstieg der OD nur geringe ist, könnte darauf zurückzuführen sein, dass 
diese Fragmente noch immer mit der NMT assoziiert sind und aufgrund der daraus 
resultierenden Größe von 55-57 kDa mit dieser innerhalb des zweiten Elutionsmaximums 
eluieren. In den Elutionsmaxima 3 und 4 bei 4,6 kDa und 3,4 kDa eluieren vermutlich die 
Fragmente HBVpreS/15-48Xa (4,3 kDa) und HBVpreS/25-48Xa (3,1 kDa). Im Gel konnten 
jedoch diese Fragmente mit Coomassiefärbung und Silberfärbung nicht sichtbar gemacht 
werden. Da auch die NMT von Faktor Xa gespalten wird und die resultierenden 
Spaltprodukte ein vergleichbares Molekulargewicht haben, findet sich in diesen Maxima 




Abb. 31: Analytischer Vergleich von HBVpreS/2-48XaGSTmyr mit GST. (A) In einer SDS-PAGE mit einem 
Tricin-Gel (13,5% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) wurden Proteine der GST-Aufreinigung von HBVpreS/2-
48XaGSTmyr  sowie gereinigtes, rekombinantes GST aufgetrennt und mit Coomassie-Blau gefärbt (A) sowie im 
Western Blot mit dem Antiserum H863 analysiert (B). Spur 1+3, Fusionsprotein aus GST-Reinigung 1 µg bzw. 
2 ng. Spur 2+4: gereinigtes GST, 1 µg bzw. 2 ng. Auf der linken Seite sind die NMT und das Fusionsprotein 





Um zu zeigen, dass GST bei der Auftrennung im Gel unterhalb der drei Varianten des 
Fusionsproteins läuft und der Ak H863 nicht mit GST kreuzreagiert, wurde das Eluat der GST 
Reinigung zusammen mit freiem GST in einer SDS-PAGE aufgetrennt, mit Coomassie-Blau 
gefärbt und im Western Blot mit dem Ak H863 untersucht. In Abb. 31 kann man sehen, dass 
GST bei deutlich niedrigerem Molekulargewicht läuft, als die drei Fusionsproteinvarianten 
(B) und dass der Ak H863 nicht mit GST kreuzreagiert (A).   
Zusammenfassend kann man festhalten: (i) Das Fusionsprotein HBVpreS/2-48XaGSTmyr lässt 
sich in E. coli exprimieren, bei Coexpression mit der NMT myristoylieren und über GSH-
Affinitätschromatographie in ausreichenden Mengen (Volllänge-Fusionsprotein: ca. 3 mg/l 
Bakterienkultur) aufreinigen. Die NMT assoziiert mit den As 2-15 von HBVpreS/2-
48XaGSTmyr und wird copurifiziert. (ii) Das Fusionsprotein wird in E. coli zu ca. 64% 
innerhalb der HBVpreS-Sequenz, entweder nach As 24 oder zwischen As 11-15 gespalten. 
(iii) Die Spaltung des Fusionsproteins mit der Endoprotease Faktor Xa führt zu Spaltung nach 
der Faktor Xa Erkennungssequenz, aber auch innerhalb des HBVpreS-Bereichs nach As 24. 
(iv) Das myristoylierte Fusionsprotein HBVpreS/2-48XaGSTmyr kann aufgrund seiner 
Assoziation mit NMT zusammen mit dieser von den N-terminal verkürzten Varianten 
abgetrennt werden. HBVpreS/2-48XaGSTmyr dimerisiert über seinen GST-Teil; je eine NMT 
bleibt mit dem myristoylierten N-Terminus der HBVpreS-Sequenz assoziiert. Auch die N-
terminal verkürzten Varianten dimerisieren über das GST, können aber die NMT nicht mehr 
binden. (v) Der GST Teil des HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteins verhindert das 
Ausbilden von Micellen in wässriger Lösung. (vi) HBVpreS/2-48XaGSTmyr kann die HBV-
Infektion von HepaRG-Zellen in vergleichbaren Konzentrationen wie das synthetische Peptid 






2.5 Zielgerichtete Mutagenese innerhalb konservierter Bereiche von HBVpreS/2-48  
 
Nachdem ein System zur Herstellung myristoylierter preS1-Peptide zur Verfügung stand, 
sollten in einer Feinanalyse diejenigen preS-Breiche und As ermittelt werden, die für die 
Infektionskompetition von Bedeutung sind. Dafür wurden zunächst HBVpreS/2-48XaGSTmyr-
Fusionsproteine mit Deletionen von fünf As hergestellt. Die Deletionen wurden gleichmäßig 
über die gesamte HBVpreS/2-48-Aminosäuresequenz verteilt. Nach der Aufreinigung der 
Proteine wurden sie auf ihre Interferenz mit der HBV-Infektion von HepaRG-Zellen getestet. 
Um besonders konservierte Bereiche innerhalb der HBVpreS/2-48-Aminosäuresequenz zu 
ermitteln, wurde die Aminosäure-Sequenz des im Labor verwendeten Genotyps (Genotyp D, 
Subtyp ayw) mit homologen preS1-Bereichen von sieben weiteren Genotypen (A, B, C, E, F, 
G, WMHBV) verglichen (Abb. 32). Die Sequenz des woolly monkey Hepatitis B Virus 
(WMHBV) wurde als ein phylogenetisch entfernterer Genotyp dazu genommen. Schimpansen 
können mit dem WMHBV nicht infiziert werden108. In Infektionsversuchen von PHHs mit 
HBV und chimären WMHBV/HBV-Partikeln wurde der für die Wirtsspezifität 
verantwortliche Bereich innerhalb der HBVpreS1-Aminosäuren 2-10 und As 21-30 
lokalisiert. Diese Bereiche liegen also noch innerhalb des HBVpreS/2-48-Peptids32. 
Interessanterweise ist WMHBVpreS/2-48myr in der Lage, eine HBV-Infektion von HepaRG-
Zellen bei vergleichbaren Konzentrationen wie das HBVpreS/2-48myr zu inhibieren68. Im 
Vergleich der WMHBV-Sequenz zu denen anderer Genotypen, finden sich noch immer viele 
hoch konservierte As (Abb. 32, A, gelb markierte As). Der Vergleich zur HBVpreS/1-48-
Sequenz (Genotyp D) zeigt, dass 62,5% der As konserviert sind, insbesondere der Bereich 
zwischen As 9-26. Eine größere Zahl von Abweichungen findet sich im Bereich der As 26-30, 
in dem man die für die Wirtsspezifität verantwortlichen As lokalisiert hat. Zugleich fallen in 
diese Region auch die Epitope der neutralisierenden Ak Ma18/7 und 5a19. Möglicherweise 
entfalten diese mAk ihre inhibitorische Aktivität dadurch, dass sie die Binderegion zu einem 
zellulären Interaktionspartner blockieren, der auch für die Wirtsspezifität verantwortlich ist. 
Es fällt zudem auf, dass viele Genotypen einen um ca. 11-12 As verlängerten N-Terminus 
besitzen. Dieser scheint für eine Infektion entbehrlich zu sein, da z.B. der Genotyp D oder das 














Abb. 32: Konstruktion von HBVpreS/2-48XaGSTmyr mit internen Deletionen. (A) Sequenzvergleich 
zwischen dem in dieser Studie verwendeten HBV-Genotyp D (Subtyp ayw) und den entsprechenden homologen 
Sequenzen von 6 weiteren Isolaten, die den Genotypen A (M57633), B (M54923), C (AY817515), E (X75664), 
F (X75658) und G (AF160501) angehören sowie der homologen Sequenz von WMHBV. In Klammern sind die 
zugehörigen Genbank-Nummern vermerkt. Nummern oberhalb der Sequenzen markieren die Aminosäure-
Positionen innerhalb der Sequenz des Genotyps D. Gelbe Bereiche kennzeichnen Sequenzen absoluter 
Übereinstimmung, blaue Bereiche die Aminosäuren die bei einigen Isolaten abweichen. Die Balken unterhalb 
der Sequenzen markieren deletierte Aminosäuren. (B) Schematische Darstellung der verschiedenen HBVpreS/2-
48XaGSTmyr-Mutanten. Die Nummern oberhalb der Grafik bezeichnen die Aminosäure-Position im 
Fusionsprotein, beginnend mit Aminosäure-2 des HBVpreS-Peptids. Die Striche innerhalb der Sequenzen 
entsprechen deletierten Aminosäuren. Die Epitope der zwei monoklonalen Antikörper Ma18/7 (20-DPAF-23) 





Die im folgenden beschriebenen Mutanten mit Deletionen innerhalb des HBVpreS/2-48myr-
Peptids wurden unter Berücksichtigung der folgenden Gesichtpunkte hergestellt: (i) die 
Deletionen sollten gleichmäßig über die Sequenz des Peptids verteilt sein, (ii) sie sollten 
möglichst konservierte Bereiche der Sequenz adressieren, (iii) die Auswahl sollte schon 
beschriebene Mutanten berücksichtigen, (iv) auffällige Aminosäure-Motive, wie z.B. des 
doppelten Phenylalanins an Position 13 und 14, sollten durch die Deletionen adressiert 
werden (Abb. 32, A). Zuvor waren neben C-terminal verkürzten Peptiden auch die 
synthetischen myristoylierten Peptide HBVpreS/2-48myr ∆20-21, ∆20-23und ∆23-27 sowie 
das künstlich an As 19 myristoylierte synthetische Peptid HBVpreS/19-78myr getestet 
worden68. Die Deletionen der As 20-21 und 23-27 führten zu einer Verringerung der Aktivität 
des Peptids um den Faktor 10, die Deletion der As 21-23 zu einer Verringerung um den 
Faktor 100, während HBVpreS/19-48myr überhaupt nicht mehr aktiv war. 
Mit Hilfe einer überlappenden PCR wurden je fünf As innerhalb der preS1-Region deletiert 
und die mutierten Sequenzen der Fusionsproteine in den ursprünglichen Vektor pBB132 
eingesetzt. Folgende Konstrukte wurden hergestellt: pBB132 HBVpreS/1-48XaGST ohne 
Deletion oder mit den Deletionen ∆5-9, ∆11-15, ∆17-21, ∆23-27, ∆29-33, ∆35-39 und ∆41-45 
(Abb. 32, B). Betroffen von den Deletionen innerhalb des HBVpreS-Peptids waren auch As 
der Epitope von inhibierenden Ak. So fehlen dem Fusionsprotein HBVpreS/2-48XaGSTmyr 
∆17-21 die ersten zwei As des Epitops des Ma18/7-Ak (Epitop 20-DPAF-23). Dem 
Fusionsprotein HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆23-27 fehlen die letzten drei As des Ak Ma18/7 
und die ersten zwei As des Antikörpers 5a19 (Epitop 26-NTANPDW-32), dem 
Fusionsprotein HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆29-33 fehlen die letzten vier As des Epitops.  
 
2.6 Infektionskompetitionsaktivität von HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteinen mit 
C-terminalen preS-Deletionen  
 
In einem ersten Ansatz wurden die C-terminalen Deletionsmutanten HBVpreS/2-48XaGSTmyr  
∆29-33, ∆35-39 und ∆41-45 exprimiert, aufgereinigt und analysiert (Abb. 33). Wie in Teil B 
der Abbildung zu sehen, konnten alle drei Fusionsproteine in vergleichbaren Mengen 
exprimiert und aufgereinigt werden. Sie zeigten dabei jeweils die N-terminale Spaltung, die 





Tab. 10: Errechnete und massenspektroskopisch identifizierte 
molekulare Massen von preS-Peptiden nach Faktor Xa-










HBVpreS/2-48XaGSTmyr 2768,40 2768,64 preS/2-24myr 
 3142,20 3142,40 preS/25-48Xa 
 4784,92 4783,20 preS/11-48Xa 
 4614,81 4615,98 preS/13-48Xa 
 4322,08 4321,63 preS/15-48Xa 
HBVpreS/2-48XaGST 2558,01 2558,24 preS/2-24 
 3141,85 3142,40 preS/25-48Xa 
HBVpreS/2-48XaGST∆5-9 3142,07 3143,40 preS/25-48Xa 
HBVpreS/2-48XaGST myr∆11-15 5332,99 5333,84 preS/2-48Xamyr∆11-15
 3141,79 3142,40 preS/25-48Xa 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆17-21 5304,00 5304,88 preS/2-48Xamyr∆17-21
 2178,16 2178,35 preS/2-24myr∆17-21 
 3142,43 3142,40 preS/25-48Xa 
 3729,63 3728,73 preS/15-48Xa∆17-21 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆23-27 5304,85 5305,87 preS/2-48Xamyr∆23-27
 4023,20 4023,80 preS/13-48Xa∆23-27 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆29-33 5265,62 5267,91 preS/2-48Xamyr∆29-33
 2768,62 2768,64 preS/2-24myr 
 3986,9 3988,37 preS/13-48Xa∆29-33 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆35-39 2768,65 2768,64 preS/2-24myr 
 3142,30 3142,40 preS/25-48Xa∆35-39 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆41-45 5310,74 5311,92 preS/2-48Xamyr∆41-45
 2768,58 2768,64 preS/2-24myr 
 5100,43 5101,52 preS/2-48Xa∆41-45 
 2559,41 2559,80 preS/2-24 
 4201,51 4202,59 preS/11-48Xa∆41-45 
 3735,6 3735,78 preS/15-48Xa 
Wie erwartet liefen die 
Deletionsmutanten im Gel bei 
einem etwas kleineren 
Molekulargewicht. Die Mengen-
verhältnisse der drei N-terminal 
verkürzten Varianten zueinander 
unterscheiden sich bei den 
verschiedenen Mutanten: 
während beim WT und bei der 
∆41-45 Mutante alle drei Banden 
etwa gleich stark sind, 
erscheinen die mittleren Banden 
der Mutanten ∆29-33 und ∆35-
39 stärker als die oberen und 
unteren Banden. Im Fall der 
∆41-45 Mutante scheint auch die 
NMT in geringem Maße mit 
aufgereinigt zu werden. Alle 
Fusionsproteine wurden mit den 
drei verfügbaren anti-preS1 Ak 
im Western Blot getestet (Abb. 
33, C). Für die Inkubation des polyklonalen anti-HBVpreS1/2-Antikörper H863 und des 
monoklonalen anti-HBVpreS1-Antikörper Ma18/7 wurde dieselbe Membran verwendet. 
Während das ∆41-45 Fusionsprotein mit dem Antiserum H863 das gleiche Dreibandenmuster 
wie das Volllänge-Fusionsprotein zeigte, wurden die Fusionsproteine ∆29-33 und ∆35-39 
nicht von diesem Antiserum erkannt. Dass die Proteine jedoch auf der Membran vorhanden 
waren, zeigt das Signal mit dem Ak Ma18/7. Der Bereich der As 29-39 repräsentiert also ein 
für die Bindung des Antiserums H863 notwendigen Bereich innerhalb der HBVpreS1-
Aminosäuren 2-48. Wiederum erkennt der Ak Ma18/7 jeweils nur die beiden oberen Banden, 
der Ak 5a19 hingegen alle drei.  
Die Myristoylierung der Deletionsmutanten mit Ausnahme der ∆5-9 Mutante wurde durch die 
Identifizierung von myristoylierten Fragmenten nach Faktor Xa Proteolyse mittels MALDI-










Abb. 33: Analyse der gereinigten HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteine mit C-terminalen Deletionen. 
(A) Schematische Darstellung des Volllänge-Fusionsproteins sowie der Deletionsmutanten ∆29-33, ∆35-39 und 
∆41-45. Die Nummern oberhalb der Balken bezeichnen die Aminosäure-Positionen innerhalb des 
Fusionsproteins. (B)+(C) Analyse der C-terminalen Deletionsmutanten. Die Fusionsproteine wurden mit NMT 
coexprimiert und über GSH-Affinitätschromatographie gereinigt. Eluierte Proteine wurden in einer SDS-PAGE 
mit einem Tricin-Gel (13,5% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefärbt. 
Die Prozentzahlen geben den Anteil der NMT und des Fusionsproteins am Gesamtproteingehalt der Elution an 
(B). Im Western Blot wurden die Proteine mit dem Antiserum H863, dem mAk Ma18/7 oder dem mAk 5a19 
analysiert. (C). Die mit H863 inkubierte Membran wurde vom Ak befreit und nochmals mit Ma18/7 analysiert. 
Es wurden gleiche Mengen Protein aufgetragen (nach OD280 Messung), 3 µg im Coomassie-Blau gefärbten Gel 
und 300 ng im Western Blot. Spur 1: HBVpreS/2-48XaGSTmyr. Spur 2: HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆29-33. Spur 
2: HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆35-39. Spur 3: HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆41-45. Auf der linken Seite ist die NMT 
und das Fusionsprotein gekennzeichnet. Rechts sind die verwendeten Ak vermerkt. MGS: Molekulargewicht-





Die identifizierten Fragmente bestätigen zugleich die erfolgreiche Einführung der Deletionen. 
Bei der Reinigung der ∆5-9 Mutante wurde die NMT zwar mit aufgereinigt, aber aufgrund der 
fehlenden As 5-9 konnte der N-Terminus wahrscheinlich nicht effizient myristoyliert werden.  
Die gereinigten Fusionsproteine wurden ebenfalls auf ihre Fähigkeit hin untersucht, eine 
HBV-Infektion von HepaRG-Zellen bei den apparenten Konzentrationen 0, 10, 40, 160 und 
640 nM zu inhibieren (Abb. 34). Die Korrekturfaktoren für den Erhalt der effektiven 
Konzentrationen betragen je nach Konstrukt 0,27 bis 0,38 (Tab. 14). 
Deletionen im C-terminalem Bereich der HBVpreS-Sequenz führten zu einer reduzierten 
Fähigkeit, eine HBV-Infektion zu inhibieren. Während das Volllänge-Fusionsprotein die 
Infektion ab einer Konzentration von 40 nM (11,1 nM effektive Konzentration) fast 
vollständig inhibierte, waren die Fusionsproteine mit diesen Deletionen bei einer 
 
 
Abb. 34: HBV-Infektionskompetitionsanalyse von HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Varianten mit C-terminalen 
preS-Deletionen. Differenzierte HepaRG-Zellen in 12-fach Zellkultur-Schalen wurden in Gegenwart von 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr bzw. der Mutante ∆29-33, ∆35-39 oder ∆41-45 für 12 h bei 37°C mit HBV infiziert. 
Die Fusionsproteine wurden in apparenten Konzentrationen von 0, 10, 40, 160 und 640 nM eingesetzt. Die 
Zellen wurden für 30 min mit dem jeweiligen Fusionsprotein präinkubiert. Sekretiertes HBsAg in den 
Überständen von Tag 6-12 nach Infektion wurde in einem kommerziell erhältlichen ELISA quantifiziert. Die 
HBsAg-Werte eines repräsentativen Experiments sind als Prozent einer nicht kompetierten Infektion 
aufgetragen. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Infektionen. Die 
Balken unter der Graphik verdeutlichen den Konzentrationsanstieg des zugegebenen Fusionsproteins. Die Rote 





Konzentration von 40 nM kaum noch aktiv, bei ∆41-45 war die inhibitorische Aktivität um 
Faktor 5 reduziert, bei ∆35-39 um Faktor 3. Erst bei höherer Konzentration wurde deutlich, 
dass sie die Fähigkeit zur Inhibition nicht vollständig verloren haben. Je näher die Deletionen 
jedoch am N-Terminus liegen, desto geringer ist die Inhibitionfähigkeit. Bei einer 
Konzentration von 640 nM (170-250 nM effektive Konzentration) inhibierten ∆41-45 und 
∆35-39 die Infektion vollständig. Bei ∆29-33 dagegen lagt der Wert der HBsAg-Sekretion bei 
50% einer unkompetierten Infektion. Deutlich wird dies auch noch einmal bei einem 
Vergleich der HBsAg-Werte für eine Konzentration von 160 nM (40–60 nM effektive 
Konzentration). Während die C-terminal gelegenen Mutanten die HBsAg-Sekretion immerhin 
noch auf einen Wert von 50% einer unkompetierten Infektion drückten, vermochte die 
Mutante ∆29-33 die Sekretion nur noch auf einen Wert von 80-90% zu verringern.  
 
2.7 Infektionskompetitionsaktivität von HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteinen mit 
N-terminalen preS-Deletionen 
 
In einem weiteren Ansatz wurden die Fusionsproteine mit den Deletionen ∆5-9, ∆11-15, ∆17-
21 und ∆23-27 analysiert (Abb. 35). Bei der Expression zeigte sich, dass das Fusionsprotein 
mit der Deletion der As 5-9 in sehr viel geringerem Maße synthetisiert wurde (Daten nicht 
gezeigt). Da das Protein nach der Aufreinigung sehr verdünnt war, wurde es nur in geringen 
Mengen auf das Coomassie-Blau gefärbte Gel aufgetragen. Die Bandenmuster der 
Deletionsmutanten ∆11-15, ∆17-21 und ∆23-27 unterschieden sich von dem des 
Volllängeproteins (Abb. 35, B). Der Mutante ∆11-15 fehlte die mittlere Bande. Die Tatsache, 
dass der mAk Ma18/7 diese beim Volllängeprotein noch erkennt, lässt auf eine N-terminale 
Verkürzung vor As 20 schließen. Wie die massenspektroskopischen Daten vermuten ließen, 
grenzt das Fehlen dieser Bande bei der Deletionsmutante ∆11-15 diese Schnittstelle auf den 
Bereich der As 11-15 ein. Den beiden Deletionsmutanten ∆17-21 und ∆23-27 hingegen fehlte 
die kleinste Variante des Fusionsproteins, HBVpreS/25-48XaGST. Durch eine Deletion der 
As 23-27 fehlen die für eine Spaltung notwendigen As: das Volllänge-Fusionsprotein kann in 
E. coli also nicht nach As 24 proteolytisch gespalten werden (Abb. 35). Im Falle der Mutante 
∆17-21 wird das Fusionsprotein ebenfalls nicht mehr geschnitten, da die Schnittstelle nicht 
mehr erkannt wird. Es fällt zudem auf, dass im Gegensatz zu den anderen Fusionsproteinen 
bei der Mutante ∆17-21 die NMT nur in geringem Maße mit aufgereinigt wurde. In der 








Abb. 35: Analyse der gereinigten HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteine mit N-terminalen Deletionen. 
(A) Schematische Darstellung des Volllänge-Fusionsproteins sowie der Deletionsmutanten ∆5-9, ∆11-15, ∆17-
21 und ∆23-27. Die Nummern oberhalb der Balken bezeichnen die Aminosäure-Position innerhalb des 
Fusionsproteins. (B)+(C) Analyse der N-terminalen Deletionsmutanten. Die Fusionsproteine wurden mit NMT 
coexprimiert und über GSH-Affinitätschromatographie gereinigt. Eluierte Proteine wurden in einer SDS-PAGE 
mit einem Tricin-Gel (13,5% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefärbt. 
Die Prozentzahlen geben den Anteil der NMT und des Fusionsproteins am Gesamtprotein-Gehalt der Elution an 
(B). Im Western Blot wurden die Proteine mit dem Antiserum H863, dem mAk Ma18/7 oder dem mAk 5a19 
analysiert. (C). Die mit dem Antiserum H863 inkubierte Membran wurde vom Ak befreit und nochmals mit 
Ma18/7 analysiert. Es wurden gleiche Mengen Protein aufgetragen (nach OD280 Messung), 3 µg im Coomassie-
Blau gefärbten Gel und 300 ng im Western Blot. Spur 1: HBVpreS/2-48XaGSTmyr, Spur 2 HBVpreS/2-
48XaGSTmyr ∆5-9. Spur 3: HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆11-15. Spur 4: HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆17-21. Spur 5: 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆23-27. Auf der linken Seite ist die NMT und das Fusionsprotein gekennzeichnet. 





Ein Verlust der As 17-21 schwächt offensichtlich die Interaktion des HBVpreS/2-48 mit der 
NMT, ohne die Myristoylierungsreaktion zu unterbinden. In der Western Blot Analyse war 
bei der Mutante ∆17-21 nur ein schwaches, bei der Mutante ∆23-27 gar keine Signal mehr mit 
dem Ak 5a19 detektierbar, obwohl das Epitop von 5a19 eigentlich im Bereich der As 26-31 
liegt (Abb. 35, C). Das Fehlen von As zwischen Position 17-27 scheint die Affinität des Ak 
5a19 zu seinem Epitop zu schwächen. Wie erwartet führte der Verlust der As 17-21 und 23-
27 bei dem Ak Ma18/7 ebenfalls zum Verlust des Signals, obschon sich diese Proteine auf 
derselben Membran mit dem Antiserum H863 detektieren ließen. Beiden Mutanten fehlen As 
des Ma18/7-Epitops. 
Die gereinigten Fusionsproteine wurden auf Ihre Fähigkeit getestet, die HBV-Infektion von 
HepaRG-Zellen zu inhibieren. Als apparente Konzentrationen wurden 0, 25, 50, 100 und 500 
nM gewählt. Die Korrekturfaktoren für den Erhalt der effektiven Konzentrationen betragen 
hier je nach Konstrukt 0,34 bis 0,53 (siehe Tab. 14). Eine apparente HBVpreS/2-
48XaGSTmyr-Konzentration von 25 nM bewirkte bereits eine Reduktion des sezernierten 
HBsAg um 50% (Abb. 36). Die Deletion von As 23-27 reduzierte das sezernierte HBsAg bei 
einer Konzentration des Fusionsporteins von 100 nM um nur 20%, eine Konzentration von 
500 nM immerhin noch um ca. 60%. ∆17-21 führte zu einem fast vollständigen Verlust der 
Infektionskompetitionsaktivität des Fusionsproteins. Bei einer apparenten Konzentration von 
500 nM zeigte sich noch eine residuale Aktivität: das sezernierte HBsAg wurde um 20% 
reduziert. Das Fusionsprotein mit der Deletion der As 11-15 konnte schließlich überhaupt 
nicht mehr mit einer HBV-Infektion interferieren. In manchen, hier nicht gezeigten 
Experimenten, kam es bei ∆11-15 und ∆17-21 bei den Konzentrationen 25-100 nM sogar zu 
einer Erhöhung der HBsAg und HBeAg-Sekretion gegenüber der unkompetierten Infektion. 
Möglicherweise geht dieser Effekt auf die Verbesserung der Infizierbarkeit der Zellen nach 
kleinen Veränderungen des pH-Werts durch Zugabe des Puffers zurück, in dem die Proteine 
in den entsprechenden Konzentrationen gelöst wurden.  
Die Messungen der HBeAg-Werte ergaben vergleichbare Resultate wie die Messungen des 
HBsAg. Da aber HBeAg nicht im Inokulum enthalten ist und somit nicht zur Verfälschung 








Abb. 36: HBV-Infektionskompetitionsanalyse von HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Varianten mit N-terminalen 
preS-Deletionen. Differenzierte HepaRG-Zellen in 6-fach Zellkultur-Schalen wurden in Gegenwart von 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr bzw. der  Mutante ∆11-15, ∆17-21 oder ∆23-27 für 12 h bei 37°C mit HBV infiziert. 
Die Fusionsproteine wurden in den apparenten Konzentrationen von 0, 25, 50, 100 oder 500 nM eingesetzt. Die 
Zellen wurden für 30 min mit dem jeweiligen Fusionsprotein präinkubiert. Sekretiertes HBsAg (A) und HBeAg 
(B) in den Überständen von Tag 6-12 nach Infektion wurde in einem kommerziell erhältlichen ELISA 
quantifiziert. Die Werte eines repräsentativen Experiments sind als Prozent der HBsAg bzw. HBeAg Werte einer 
nicht kompetierten Infektion aufgetragen. Die Balken unter der Graphik verdeutlichen den 
Konzentrationsanstieg des zugegebenen Fusionsproteins. Die rote Line markiert die HBsAg bzw. HBeAg-





Die Mutante mit der Deletion ∆5-9 konnte die Infektion ebenfalls nicht inhibieren (Daten 
nicht gezeigt). In der massenspektroskopischen Analyse wurde jedoch kein myristoyliertes 
Fragment gefunden. Zwar wurde auch bei der Aufreinigung dieser Mutante die NMT über die 
GSH-Affinitätschromatographie mit aufgereinigt, das Fehlen der vorderen N-terminalen As 
könnte aber unter Umständen zu einer ineffizienten Myristoylierung führen. Dies würde den 
Verlust der Fähigkeit, die Infektion bei den verwendeten Konzentrationen zu inhibieren, 
erklären. Es ließ sich also nicht feststellen, ob die As 5-9 bei der Inhibition einer HBV-
Infektion durch HBVpreS/2-48myr eine Rolle spielen.   
Deletionen im Bereich der As 11-27 führen also zu einem starken bis vollständigen Verlust 
der Aktivität, wobei der Verlust umso deutlicher zu sein scheint, je näher die Deletionen bei 
As 11-15 liegen.  
 
2.8 Infektionskompetitionsaktivität von DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr 
 
Das synthetische HBVpreS/19-48myr kann eine Infektion nicht mehr inhibieren. Auch die 
Deletion von As 11-15 führt zum Verlust der Inhibitionskompetenz von HBVpreS/2-
48XaGSTmyr. Möglicherweise fungiert der Bereich der N-terminalen As 2-18 als 
Abstandhalter, sodass inhibitorisch wichtige As im Bereich der As 19-48 räumlich nicht mehr 
richtig positioniert sind. Dem für die Inhibitionsaktivität essentiellen Myristoylrest an Glycin-
2 könnte die Funktion zukommen, das Peptid an der Zielmembran zu verankern. Denkbar 
wäre aber auch, dass die spezifischen As 11-15 selbst für die inhibierende Aktivität des 
Peptids verantwortlich sind. Um dies zu klären wurden die As 2-15 des HBVpreS/2-
48XaGST-Fusionsproteins durch die As 2-15 von DHBVpreS ausgetauscht (Abb. 37, B). Als 
Kontrolle diente das Fusionsprotein DHBVpreS/1-44XaGST (Abb. 37, C). Beide 
Fusionsproteine konnten in ausreichenden Mengen hergestellt werden. Nach Coexpression 
mit NMT wurde jedoch nur das chimäre Fusionsprotein myristoyliert (Tab. 11). 
Nach der Aufreinigung durch GSH-Affinitätschromatographie wurden die Proteine im 
Western Blot mit dem Ak anti-HBVpreS1 (Ma18/7) und mit dem Ak anti-DHBVpreS/2-44myr 
analysiert. Das chimäre Fusionsprotein DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr wurde 
sowohl von den humanen Ak Ma18/7, H863 und 5a19 (Abb. 38 A, C) als auch von dem Ak 
anti-DHBVpreS/2-44myr (Abb. 38 A) erkannt, das Fusionsprotein DHBVpreS/1-44XaGST 
erwartungsgemäß nur von dem Ak anti-DHBVpreS/2-44. Bei der Analyse der gereingten 





15, die mittlere Bande nicht gebildet. Beiden Fusionsproteinen fehlen die für diese Spaltung 
erforderlichen HBVpreS-Aminosäuren 11-15.  
Die NMT wurde weder beim DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr- noch beim 
DHBVpreS/1-44XaGST-Fusionsprotein mit aufgereinigt. Die massenspektroskopische 
Analyse der beiden mit Faktor Xa inkubierten Fusionsproteine ergab, dass das chimäre 
Fusionsprotein myristoyliert wird, DHBVpreS/1-44XaGST hingegen nicht (Tab. 11). Die 
Richtigkeit der Aminosäure-Sequenz beider Proteine konnte durch die Massenspektroskopie 
nachgewiesen werden. Im Infektionsinhibitionstest auf HepaRG-Zellen war keines der beiden 
Fusionsproteine in der Lage, die HBV-Infektion zu inhibieren (Abb. 39). Aus unbekannten 
Gründen führte die Infektionskompetition mit DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr bei 
der apparenten Konzentration von 640 nM sogar zu einer 1.8-fachen Verbesserung der 
Infektion. Bei DHBVpreS/1-44XaGST lässt sich die fehlende Aktivität durch das Fehlen der 
Myristoylierung erklären. Da jedoch synthetisches DHBVpreS/2-41myr-Peptid in früheren 
Versuchen die Infektion mit HBV nicht hatte inhibieren können, kann man vermuten, dass 
auch ein myristoyliertes DHBVpreS/2-44XaGST-Fusionsprotein nicht aktiv gewesen wäre. 
Im Falle des myristoylierten Fusionsproteins DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr 
kann man annehmen, dass die Ursache des Aktivitätsverlusts im Fehlen der ersten 15 N-
terminalen As der HBVpreS-Sequenz begründet ist und die As 11-15 daher für eine 
erfolgreiche Inhibition der Infektion notwendig sind. Der Verlust der As 2-15 kann nicht 




Abb. 37: Schematische Darstellung von HBVpreS/2-48XaGSTmyr (A), DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-
48XaGSTmyr (B) und DHBVpreS/1-44XaGST (C). Die Nummern oberhalb der Balken bezeichnen die 
Aminosäure-Position innerhalb des Fusionsproteins, beginnend mit Aminosäure-2 des DHBVpreS-Peptids beim 








Abb. 38: Analyse der gereinigten Fusionsproteine DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr und 
HBVpreS/1-44XaGST. Die Fusionsproteine wurden mit NMT coexprimiert und mittels GSH-
Affinitätschromatographie aufgereinigt. (A) Eluierte Proteine wurden in einer SDS-PAGE mit einem Laemmli 
Gel (15% Polyacrylamid) aufgetrennt und im Western Blot mit dem anti-HBVpreS1 (Ma18/7) Ak und dem 
Antiserum MT93 gegen DHBVpreS/2-44 analysiert. Spur 1+4: HBVpreS/2-48XaGSTmyr, 20 ng (1) 130 ng (4). 
Spur 2+6: DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr, 20 ng (2) und 130 ng (6) Spur 3+5: DHBVpreS1-
44XaGST, 20 ng (3) und 130 ng (5). Spur 7: DHBVpreS/1-165(His)6, 130 ng. (B)+(C) Analyse der gereinigten 
Fusionsproteine. Die Elutionsproteine wurden in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (13,5% Polyacrylamid, 
20 cm x 20 cm) aufgetrennt und mit Coomassie-Blau gefärbt (B) oder im Western Blot mit dem Antiserum H863 
gegen HBVpreS1/2, dem mAk Ma18/7 oder dem anti-HBVpreS1 mAk 5a19 analysiert (C). Die mit H863 
inkubierte Membran wurde vom Ak befreit und nochmals mit Ma18/7 analysiert. Es wurden je 3 µg pro Spur für 
die Coomassiefärbung und je 300 ng pro Spur für die Western Blot Analyse aufgetragen (nach OD 280 Messung). 
Spur 1: HBVpreS/2-48XaGSTmyr, Spur 2: DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr. Spur 3 DHBVpreS/1-







2.9 Infektionskompetitionsaktivität von HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteinen mit 
Punktmutationen innerhalb der HBVpreS-As 11-14 
 
In einer weiterführenden Analyse wurden nun die As 11-14 von HBVpreS/2-48XaGSTmyr  
einzeln ausgetauscht (Abb. 40 A) und die Infektionsinhibitionsaktivität der resultierenden 
Fusionsproteine getestet (Abb. 41). Dabei wurde das Codon der jeweils ausgetauschten As so 
gewählt, dass es in dem überlappenden Leserahmen der Polymerase (Pol) noch immer für 
dieselbe As codiert. Diese Vorgehensweise ermöglicht es, denselben Aminosäure-Austausch 
auch in einem Expressionsplasmid zur Herstellung von HBV-Partikel in HepG2.2.15. 




Abb. 39: HBV-Infektionskompetitionsanalyse von DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr. 
Differenzierte HepaRG-Zellen in 12-fach Zellkultur-Schalen wurden jeweils in Gegenwart von HBVpreS/2-
48XaGSTmyr, DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr und DHBVpreS/1-44XaGST für 12 h bei 37°C mit 
HBV infiziert. Die Fusionsproteine wurden in apparenten Konzentrationen von 0, 10, 40, 160 und 640 nM 
eingesetzt. Die Zellen wurden für 30 min mit dem jeweiligen Fusionsprotein präinkubiert. Sekretiertes HBsAg in 
den Überständen von Tag 6-12 nach Infektion wurde in einem kommerziell erhältlichen ELISA quantifiziert. 
Die Werte sind als Prozent der HBsAg-Werte einer nicht kompetierten Infektion aufgetragen. Die Fehlerbalken 
zeigen die Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Infektionen. Die Balken unter der Graphik 
verdeutlichen den Konzentrationsanstieg des zugegebenen Fusionsproteins. Die rote Line markiert die HBsAg-








Abb. 40: Analyse der gereinigten HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteine mit Aminosäure-
Austauschen im Bereich von As 11-14. (A) Schematische Darstellung von HBVpreS/2-48XaGSTmyr sowie 
der Mutanten L11R, G12E, F13S und F13S + F14S. Die Zahlen oberhalb der Balken bezeichnen die 
Aminosäure-Position innerhalb des Fusionsproteins. (B)+(C) Analyse der Austauschmutanten. Die 
Fusionsproteine wurden mit NMT coexprimiert und über GSH-Affinitätschromatographie aufgereinigt. 
Eluierte Proteine wurden in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (13,5% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm) 
aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefärbt (B) oder im Western Blot mit dem Antiserum H863, dem mAk 
Ma18/7 oder dem mAk 5a19 analysiert (C). Die mit H863 inkubierte Membran wurde vom Ak befreit und 
nochmals mit Ma18/7 analysiert. Es wurden ca. 3 µg Protein für das Coomassie-Blau gefärbte Gel und 300 ng 
für Western Blot aufgetragen. Spur 1: WT, Spur 2: L11R, Spur 3: G12E, Spur 4: F13S, Spur 5: F13S+F14S. 
Auf der linken Seite sind die NMT und das Fusionsprotein gekennzeichnet. Rechts sind die verwendeten Ak 





Tab. 11: Errechnete und massenspektroskopisch 
identifizierte molekulare Massen von preS-Peptiden nach 
Faktor Xa-Spaltung. 
 








2810,86 2811,65 preS/2-24myrL11R 
 3141,68 3142,40 preS/25-48Xa 
 4613,71 4613,10 preS/13-48Xa 
HBVpreS/2-
48XaGSTmyrG12E 
2839,81 2840,66 preS/2-24myrG12E 
 3141,61 3142,40 preS/25-48Xa 
 4614,02 4613,10 preS/13-48Xa 
HBVpreS/2-
48XaGSTmyrF13S 
2707,83 2708,6 preS/2-24myrF13S 
 3141,52 3142,4 preS/25-48Xa 
 4723,61 4723,16 preS/11-48XaF13S 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr 
F13S+F14S 
2648,17 2648,56 preS/2-24myr 
F13S+F14S 
 3143,93 3142,4 preS/25-48Xa 




2913,26 2913,82 DHBVpreS/2-15 
/HBVpreS16-24myr 
 3142,24 3142,40 HBVpreS/25-48Xa 
WHVpreS/2-87XaGSTmyr 3896,40 3896,50 WHVpreS/2-
35myr 
 3221,90 3221,60 WHVpreS/64-
87Xa 
DHBVpreS/1-44XaGST 2630,88 2632,40 DHBVpreS/2-24 
 2630,88 2631,40 DHBVpreS/25-44 
Die Auswirkung der Mutationen auf eine Infektion kann daher auch mit mutierten Viren 
untersucht werden. Die Konstrukte zur Expression der HBVpreS/2-48XaGSTmyr-
Fusionsproteine mit den Austauschen L11R, G12E, F13S und F13S+F14S wurden mit Hilfe 
einer überlappenden PCR hergestellt und der Austausch des Nucleotids durch Sequenzierung 
bestätigt. Nach der Coexpression der Fusionsproteine mit NMT konnten alle Mutanten mit 
Hilfe von GSH-Affinitätschromatographie in vergleichbaren Mengen aufgereinigt werden 
(Abb. 40, B).  
Die Myristoylierung und der erfolgreiche Aminosäure-Austausch aller Mutanten konnte durch 
die massenspektroskopische Identifizierung von myristoylierten Fragmenten nach einem 
Faktor Xa Verdau der Fusionsproteine nachgewiesen werden (Tab. 11). Der Austausch der 
einzelnen As scheint die Affinität der NMT zu ihrem Substrat deutlich zu verringern, da im 
Vergleich zur Aufreinigung des WT-Fusionsproteins die NMT in wesentlich geringeren 
Mengen mit aufgereinigt und coeluiert wurde (Abb. 40, B). So machte die NMT bei der WT-
Aufreinigung noch fast 25% des eluierten Gesamtproteins aus, während es beispielsweise bei 
der Mutante G12E nur noch 12% 
und bei der Mutanten F13S und 
F13S+F14S nur noch 7% und 6% 
waren. Der Austausch der As 
F13S+F14S resultierte im 
vollständigen Verlust der mittleren 
Bande. Bei der massenspektro-
skopischen Analyse von Faktor Xa 
verdautem HBVpreS/2-48XaGSTmyr 
F13S + F14S fand sich auch kein 
Fragment das auf eine Spaltung im 
Bereich der As 13-15 hinwies (Tab. 
11). Wurden die beiden Phenyl-
alanine ausgetauscht, so wurde das 
Fusionsprotein in E. coli nicht mehr 
in diesem Bereich proteolytisch 
gespalten. Die Fusionsproteine 
konnten jeweils von den Ak Ma18/7, 
5a19 sowie dem Antiserum H863 





Die gereinigten Fusionsproteine wurden daraufhin auf ihre Fähigkeit getestet, eine HBV-
Infektion von HepaRG-Zellen zu inhibieren. Die Zellen in 6-fach Zellkultur-Schalen wurden 
zunächst eine halbe Stunde mit den Fusionsproteinen der Konzentrationen 0, 25, 50, 100 und 
500 nM in Kulturmedium bei 37 °C inkubiert. Zum Erhalt der spezifischen Konzentrationen 
müssen die apparenten Konzentrationen mit Korrekturfaktoren im Bereich von 0,22-0,75 
multipliziert werden (Tab. 14, für spezifische Konzentrationen siehe auch Tab. 18). Alle 
Austauschmutanten zeigten einen signifikanten Verlust der Infektionsinhibitionsaktivität. Die 
Mutanten L11R war bei der höchsten Konzentrationen von 500 nM immerhin noch in der 
Lage, die HBsAg-Sekretion auf 60% und die HBeAg-Sekretion auf 38% der Werte einer nicht 
kompetierten Infektion zu senken, bei der Verwendung von 100 nM reduzierte sie diese nur 
noch auf 93% HBsAg bzw. 78% HBeAg. In einem weiteren, hier nicht gezeigten Experiment, 
konnte bei einer Konzentration von 640 nM ebenfalls eine leichte Reduktion des HBsAg auf 
66% festgestellt werden. Der Austausch L11R führt also zu einem weitgehenden aber nicht 
vollständigen Verlust der Aktivität. Beim Austausch der As G12E konnte nur noch eine 
Konzentration von 500 nM die HBsAg-Sekretion auf 90% und die HBeAg-Sekretion auf 75% 
reduzieren. Eine Konzentration von 100 nM war nicht mehr wirksam wobei nicht einmal ein 
gradueller Verlust der Inhibition von 50 nM über 100 nM zu 500 nM mehr feststellbar war. 
Ein vollständiger Verlust der Aktivität war beim Austausch der As Phenylalanin 13 bei allen 
verwendeten Konzentrationen zu verzeichnen. Die Infizierbarkeit der Zellen scheint durch 
Zugabe des Fusionsproteins sogar noch leicht verbessert zu sein. Dies könnte auch hier 
wieder auf einen Puffereffekt nach Zugabe des Fusionsproteins im Puffer PBS+25 mM GSH 
zurück zu führen. Das mutante Fusionsprotein mit dem Austausch F13S+F14S zeigte 
ebenfalls nur bei einer Konzentration von 500 nM eine Reduktion der Sekretion von HBsAg 
und HBeAg. In früheren, hier nicht gezeigten Experimenten konnte jedoch bei dieser 
Konzentration keine Inhibition der Infektion beobachtet werden, obgleich die effektive 
Konzentration der ungeschnittenen myristoylierten Mutante F3S+F14S im Vergleich zum WT 
doppelt so hoch war (Abb. 40, B; Tab. 14). Der Anteil des ungeschnittenen, mutanten 
Fusionsproteins am Gesamtprotein der Elution machte 75% aus. 
Diese Ergebnisse verdeutlichen die Spezifität, mit der HBVpreS/2-48myr die HBV-Infektion 








Abb. 41: HBV-Infektionskompetitionsanalyse von HBVpreS/2-48XaGSTmyr und Mutanten mit 
Punktmutationen im Bereich der preS1-Aminosäuren 11-14. Differenzierte HepaRG-Zellen in 6-fach 
Zellkultur-Schalen wurden in Gegenwart von HBVpreS/2-48XaGSTmyr bzw. der  Mutante L11R, G12E, F13S 
oder F13S + F14S für 12 h bei 37°C mit HBV infiziert. Die Fusionsproteine wurden in apparenten 
Konzentrationen von 0, 25, 50, 100 oder 500 nM eingesetzt. Die Zellen wurden für 30 min mit dem jeweiligen 
Fusionsprotein präinkubiert. Sekretiertes HBsAg (A) und HBeAg (B) in den Überständen von Tag 6-12 nach 
Infektion wurde in einem kommerziell erhältlichen ELISA quantifiziert. Die Werte eines repräsentativen 
Experiments sind als Prozent der HBsAg bzw. HBeAg-Werte einer nicht kompetierten Infektion aufgetragen. 
Die Balken unter der Graphik verdeutlichen den Konzentrationsanstieg des zugegebenen Fusionsproteins. Die 





2.10 Infektionskompetitionsaktivität von WHVpreS/2-87XaGSTmyr-Fusionsprotein  
 
Das Hepatitis B Virus zeichnet sich durch eine strikte Wirtsspezifität aus, die von den frühen 
Schritten der Infektion bestimmt wird41,69. So kann das HBV nur Menschen und nahe 
verwandte Primaten wie die Schimpansen infizieren.  
In Bezug auf die Infektionsinhibitionsaktivität von myristoylierten preS-Peptiden scheint es 
gattungsspezifische Unterschiede, z.B. zwischen aviären Hepadnaviren und den Säugetier-
Hepadnaviren HBV und WMHBV zu geben, nicht jedoch artspezifische Unterschiede. Eine 
DHBV-Infektion von PDHs kann mit DHBVpreS/2-41myr und HHBVpreS/2-41myr inhibiert 
werden, nicht aber mit HBVpreS/2-48myr. Eine HBV-Infektion von HepaRG-Zellen kann mit 
HBVpreS/2-48myr und WMHBVpreS/2-48myr  inhibiert werden, nicht jedoch mit 
 
 
Abb. 42: Aufreinigung und Analyse von WHVpreS/2-87XaGSTmyr-Fusionsprotein. (A) 
Sequenzübereinstimmung von WHVpreS/1-87 mit HBVpreS/1-48. Gelb kennzeichnet sind übereinstimmende 
Aminosäuren, blau markiert einen konservativen Aminosäure-Austausch. Darunter die schematische Darstellung 
von WHVpreS/2-87XaGSTmyr. (B) Analyse der Elution der GSH-Affinitätschromatographie in einer SDS-PAGE 
mit einem Laemmli-Gel (15% Polyacrylamid). Proteine wurden mit Coomassie-Blau gefärbt. MGS: 
Molekulargewicht-Standard in kDa. (C) Nachweis der Myristoylierung von WHVpreS/2-87XaGSTmyr in E. coli. 
Das Fusionsprotein wurde mit 1/100 der Substratmasse Faktor Xa für 18 h inkubiert und. entstandene Peptid-
Fragmente mit Maldi-Tof-Massenspektroskopie analysiert. Für das Peptid WHVpreS/2-35myr konnte die 





DHBVpreS/2-41myr oder HHBVpreS/2-41myr. Das WHV ist für humane Hepatozyten nicht 
infektiös. Um herauszufinden, ob ein myristoyliertes WHVpreS-Peptid eine HBV-Infektion 
von HepaRG-Zellen inhibieren kann, wurde ein Fusionsprotein generiert, das die As 2-87 von 
WHVpreS mit der Faktor Xa Schnittstelle und GST verbindet (Abb. 42, A). Die WHV-
Aminosäuren 2-87 enthalten den Bereich von WHVpreS, der den HBVpreS1-Aminosäuren 2-
48 entspricht. Die Sequenz von WHVpreS weist kaum Ähnlichkeiten zu der Sequenz von 
HBVpreS auf (Abb. 42, A). Es ist bislang noch unbekannt, ob die preS-Domäne des WHV-L-
Proteins myristoyliert ist. Die Untersuchung der Infektionsinhibitionsaktivität des WHVpreS-
Fusionsproteins sollte einen Hinweis darauf geben, ob das WHV einen ähnlichen 
Aufnahmeweg in den Hepatozyten nutzt, wie HBV und WMHBV.  
WHVpreS/2-87XaGSTmyr wurde mit NMT in E. coli coexprimiert und anschließend in einer 
GSH-Affinitätschromatographie aufgereinigt (Abb. 42, B). Das resultierende Fusionsprotein 
besitzt ein Molekulargewicht von 36,9 kDa.  




Abb. 43: HBV-Infektionskompetitionsanalyse von WHVpreS/2-87XaGSTmyr. Differenzierte HepaRG-Zellen 
wurden in 12-fach Zellkultur-Schalen in Gegenwart von myristoyliertem WHVpreS/2-87XaGSTmyr mit HBV 
infiziert. Getestet wurden die effektiven Konzentrationen 0, 20, 77, 323 und 1294 nM. Zuvor wurden die Zellen 
30 min mit den Proteinen in den entsprechenden Konzentrationen präinkubiert. Die Infektion erfolgte für 12 h 
bei 37°C. Sekretierte HBsAg in den Überständen von Tag 6-12 nach Infektion wurden in einem kommerziell 
erhältlichen ELISA quantifiziert. Die Werte sind als Prozent der HBsAg-Werte einer nicht kompetierten 
Infektion aufgetragen. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Infektionen. 





Coomassiefärbung ergab, dass nur 4,8% des eluierten Proteins im Gel bei dem zu erwartenden 
Molekulargewicht zu finden ist. Die massenspektroskopische Analyse von WHVpreS/2-
87XaGSTmyr nach Inkubation mit Faktor Xa zeigte, dass das Fusionsprotein myristoyliert 
wird, da das Molekulargewicht eines identifizierten Fragments dem theoretischen 
Molekulargewicht von WHVpreS/2-35myr zugeordnet werden konnte (Abb. 42, C).  
Wie in Abb. 43 gezeigt, konnte WHVpreS/2-87XaGSTmyr die Infektion von HepaRG-Zellen 
mit HBV bei den getesteten effektiven Konzentrationen von 20, 77, 323 und 1294 nM nicht 
inhibieren. Dies deutet darauf hin, dass das WHV einen anderen Aufnahmeweg bzw. 
unterschiedliche Rezeptormoleküle in den Hepatozyten nutzt, als HBV und WMHBV. 
 
3. Versuch der Identifizierung und Charakterisierung spezifischer 
zellulärer HBVpreS1-Bindeproteine  
 
3.1 Optimierung einer HBVpreS1-Affinitätschromatographie mit Membranfraktionen 
humaner Lebern  
 
Das Membranprotein duCPD, das als ein Rezeptor und Teil des Aufnahmeapparates von 
DHBV in die Zelle identifiziert worden war, konnte über seine Interaktion mit DHBVpreS 
angereichert werden17,19,103,230,231. Tong et al. gelang es erstmals, duCPD mit Hilfe einer 
Affinitätschromatographie mit gekoppeltem DHBVpreS-GST-Fusionsprotein als Matrix, aus 
[35S] markierten PDHs anzureichern219. Aus Entenleberlysaten ließ sich duCPD mit 
Affinitätschromatographie in Mengen anreichern, die es ermöglichten, duCPD in einer SDS-
PAGE mit anschließender Silberfärbung sichtbar zu machen, zu isolieren und 
massenspektroskopisch zu identifizieren19. 
Analog zu diesem Ansatz sollte im Rahmen dieser Arbeit versucht werden, ein zelluläres 
HBVpreS1-Bindeprotein aus humanen Leberlysaten anzureichern und zu identifizieren. 
Basierend auf der Beobachtung, dass duCPD nicht nur auf der Plasmamembran sondern 
insbesondere auch im TGN zu finden ist, wurde zunächst die Aufreinigung von 
Gesamtmembran, also der inneren wie äußeren Membranen, aus großen Mengen humaner 
Lebern etabliert. Zu diesem Zweck wurde eine differenzielle Ultrazentrifugation von 
homogenisierten Leberlysaten angewandt. Die Optimierung dieser Methode wurde durch die 





erreicht. Für das Solubilisieren der Membranproteine aus den Membranen wurde das 
nichtionische Detergens Oktylglucosid in einer Konzentration von 1% verwendet. 
Oktylglucosid ist ein mildes, für die Solubilisierung von Membranproteinen besonders 
geeignetes Detergens, da es diese meist in einer nativen Konformation belässt. 
Wie in Abschnitt E 1 gezeigt, konnte die rekombinante Herstellung von hochreinem 
HBVpreS/1-108(His)6-Protein etabliert werden. Die Tatsache, dass es sich im HBV-
Infektionskompetitionstest als aktiv erwiesen hatte, deutet darauf hin, dass die HBVpreS1-
Domäne mit einem zellulären Rezeptor interagiert. Die Verfügbarkeit großer Mengen 
rekombinanten HBVpreS/1-108(His)6-Proteins ermöglichte die Kopplung von bis zu 1 mg 
Protein pro ml CH-aktivierte Sepharose, die als Matrix der Affinitätschromatographie diente. 
Die im Vergleich zu DHBV möglicherweise schwächere preS-Rezeptorinteraktion 
(HBVpreS/1-108(His)6 inhibiert erst bei Konzentrationen von 6,3 µM) bzw. eine geringere 
Expression des Rezeptors sollte durch die Verwendung möglichst großer Mengen gelöster 
Lebermembran sowie durch die Verwendung einer dicht bepackten Matrix kompensiert 
werden.  
 
3.1.1 Anreicherung von duCPD aus Entenleber-Membranfraktionen 
Um zu zeigen, dass das verwendete Protokoll geeignet ist, Membranproteine in ihrer aktiven 
Form anzureichern, wurde die Anreicherung des membranständigen DHBV-Rezeptors 
duCPD aus Entenlebern im Vergleich zu Gesamtzellextrakten mit Hilfe eines duCPD 
spezifischen Antikörpers im Western Blot nachgewiesen. Hierfür wurde zunächst 1 mg 
gereinigtes DHBVpreS/1-165(His)6-Protein an 1 ml CH-aktivierte Sepharose gekoppelt. Das 
Protein wird dabei über Lysinreste kovalent an die Sepharose gebunden. Um die Effizienz der 
Kopplung zu kontrollieren wurden Proben vor und nach der Kopplung in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie-Blau im Gel angefärbt (Abb. 44, A). Das Protein 
konnte vollständig an die Sepharose gebunden werden. Zunächst wurden die Membranen aus 
3 g Entenleber angereichert (siehe Methoden) und in 1% Oktylglucosid solubilisiert. Der 
Homogenisierungspuffer wurde durch 20 mM Na-Phosphat konstant bei pH 7.4 gehalten und 
enthielt eine mittlere Salzkonzentration von 150 mM NaCl. Die solubilisierten Proteine der 







Um die Spezifität von gebundenen Proteinen zu zeigen, wurde in einem parallelen Ansatz 40 
µg freies DHBVpreS/1-165(His)6-Protein als Kompetitor für die Bindung zu den 
solubilisierten Membranfraktionen gegeben. Nach Waschen der Säule mit dem zehnfachen 
Säulenvolumen wurden gebundene Proteine über eine Absenkung des pH-Wertes eluiert, in 
einer SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit dem anti-duCPD Ak 41586 analysiert 
(Abb. 44, B). Im Falle des unkompetierten Bindungsansatzes konnte die duCPD quantitativ 
 
 
Abb. 44: Spezifische Anreicherung des DHBV-Rezeptors duCPD. (A) Kontrolle der Proteinkopplung. 1 mg 
DHBVpreS/1-165(His6) wurde an 1 ml CH-aktivierte Sepharose gekoppelt. Die Proteine in den Überständen vor 
und nach der Kopplung wurden in einer SDS-PAGE mit einem Tricin-Gel (12,5% Polyacrylamid) aufgetrennt 
und mit Coomassie-Blau angefärbt. Spur 1: DHBVpreS/1-165(His)6 (OD280: 1) vor Kopplung, 7 µl. Spur 2: ÜS 
nach Proteinkopplung, 7 µl. MGS: Molekulargewicht-Standard in kDa. (B) Kontrolle der Membrananreicherung. 
Membranen aus 3 g Entenleber wurden, wie im Methodenteil beschrieben, angereichert. Der Gehalt von duCPD 
in der zytosolischen wie auch der Membranfraktion wurde im Western Blot mit dem anti-duCPD Ak 41586 
nachgewiesen. (C) Anreicherung von duCPD aus Entenlebermembranen. Die Membranfraktion wurde in 1% 
oktylglucosidhaltigem Puffer gelöst. Solubilisierte Proteine zirkulierten über Nacht bei 4°C über 1 ml preS 
gekoppelte Sepharose. In einem parallelen Ansatz wurde zu einer Membranfraktion zuvor 40 µg freies 
DHBVpreS/1-165(His)6 als Bindungkompetitor zugegeben. Die eluierten Proteine wurden in einer SDS-PAGE 
(7% Polyacrylamid) aufgetrennt und im Western Blot mit dem anti-duCPD Ak 41586 analysiert. Spur 1: 
Membranfraktion, 2,5 µl. Spur 2: Durchfluss des unkompetierten Ansatzes, 8 µl. Spur 3: Durchfluss des 
kompetierten Ansatzes, 8 µl. Spur 4: Hauptfraktion der Elution des unkompetierten Ansatzes, 8 µl. 





aus den Membranfraktionen abgereichert (Spur 2) und an die DHBVpreS/1-165(His)6-
Sepharose gebunden werden (Spur 4). Der Zusatz von 40 µg freiem DHBVpreS/1-165(His)6 
zu den Membranfraktionen verhinderte die Bindung von duCPD an die Matrix (Spur 5), 
sodass die duCPD im Durchfluss zu finden war (Spur 3). Die verwendeten Methode der 
Membrananreicherung und der Solubilisierung der Membranproteine in 1% Oktylglucosid 
war also geeignet, die duCPD spezifisch über DHBVpreS/1-165(His)6 anzureichern.  
 
3.1.2 Optimierung der HBVpreS1-Affinitätschromatographie mit gelösten humanen 
Lebermembranfraktionen 
Die gleiche Vorgehensweise wurde bei dem Versuch angewendet, einen spezifischen 
Bindungspartner von HBVpreS1 aus solubilisierten Membranen humaner Lebern 
anzureichern und zu identifizieren. Dazu wurde 1 mg hochreines HBVpreS/1-108(His)6 
kovalent an 1 ml CH-aktivierte Sepharose gekoppelt. Das HBVpreS/1-108(His)6 war zuvor in 
E. coli exprimiert worden, über eine Ni2+-Affinitätschromatographie aufgereinigt und 
anschließend in einer Gelfiltration von verunreinigenden Proteinen befreit worden (Abb. 15 
und Abb. 16). Wie die Kontrolle der Kopplung im Gel ergab, wurde das Protein vollständig 
an die Sepharose gebunden (Abb. 45, A).  
Die Membranen aus 6 g humaner Leber wurden mit Hilfe des etablierten Protokolls präpariert 
und integrale Membranproteine in 1% oktylglucosidhaltigem Homogenisierungspuffer 
solubilisiert. Zur Anreicherung und Identifizierung spezifischer HBVpreS1-Bindeproteine 
wurden vier parallele Ansätze durchgeführt. Für jeden Ansatz wurden Membranfraktionen 
verwendet, die je 2 g humaner Leber entsprachen. Neben dem Hauptansatz mit HBVpreS1 
gekoppelter Sepharose wurde für den ersten Kontrollansatz DHBVpreS gekoppelte Sepharose 
verwendet. In einem zweiten Kontrollansatz wurde die gelöste Membranproteinfraktion zuvor 
mit 120 µg freiem HBVpreS/1-108(His)6 für 45 min vorinkubiert und diese dann über die 
HBVpreS1 gekoppelte Sepharose gegeben. Um unspezifisch an die Sepharose bindendes 
Protein abzureichern und den Hintergrund zu vermindern, wurden in einem vierten Ansatz 
Membranproteinfraktionen verwendet, mit denen schon die DHBVpreS gekoppelte Sepharose 
inkubiert worden war. Diese wurden nochmals über die HBVpreS1 gekoppelte Matrix 
gegeben. Die Inkubation der Sepharose erfolgte in Säulen, über die die 





Danach wurden die Säulen mit dem 10-fachen Säulenvolumen des Homogenisierungspuffers 
gewaschen und gebundene Protein über eine pH-Veränderung eluiert. Die Proteine der 
Hauptelutionsfraktionen wurden mit TCA präzipitiert, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und 




Abb. 45: HBVpreS-Affinitätschromatographie mit gelösten humanen Lebermembranfraktionen.  (A) 
Kontrolle der Proteinkopplung. 1 mg von HBVpreS/1-108(His)6 wurde vollständig an 1 ml CH-aktivierte 
Sepharose gekoppelt. Die Überstände wurden in einer SDS-PAGE (Gel mit 12,5% Polyacrylamid) und durch 
anschließende Färbung mit Coomassie-Blau kontrolliert. Spur 1: MGS 1 µl. Spur 2: HBVpreS/1-108(His)6 
(OD280: 1,1) vor Kopplung, 4 µl. Spur 3: ÜS nach Proteinkopplung, 4 µl. (B) Analyse der HBVpreS-
Affinitätschromatographie-Elution. Membranen aus 6 g humaner Leber wurden, wie in Methoden beschrieben, 
angereichert und in 1% oktylglucosidhaltigem Puffer solubilisiert. Gelöste Membranfraktionen, die je 2 g 
humaner Leber pro Ansatz entsprachen, wurden über Nacht bei 4°C über die Säulen mit gekoppeltem 
HBVpreS/1-108(His)6 (Spur 2) und DHBVpreS/1-165(His)6 (Spur 4) geleitet. Der Durchfluss aus der 
DHBVpreS/1-165(His)6-Säule wurde nochmals über die HBVpreS/1-108(His)6-Säule geleitet (Spur 5). In einem 
parallelen Ansatz wurde 120 µg freies HBVpreS/1-108(His)6 für 45 min bei 4°C zu den gelösten Proteinen der 
Membranfraktion gegeben und diese über die HBVpreS-Säule geschickt (Spur 3). Gebundene Proteine wurden 
über eine pH-Wertveränderung des Puffers eluiert. Proteine der Elutions-Hauptfraktionen der wurden mit TCA 
gefällt, in einer SDS-PAGE (Gel mit 9% Polyacrylamid) aufgetrennt und mit Silber gefärbt. MGS 





Bei dem Vergleich der Elutionen der unkompetierten HBVpreS1-Säulen (Abb. 45, Spur 2+5) 
mit den Kontrollen (Spur 3+4) konnten keine spezifischen Banden entdeckt werden. 
Problematisch für die Identifizierung war vor allem der starke Hintergrund an unspezifisch 
gebundenen Proteinen. Durch das Vorinkubieren der Membranproteinlösung mit der 
DHBVpreS-Sepharose konnte der Hintergrund nur graduell verminderter werden. Um die 
Methode zu optimieren wurden nun verschiedene Parameter der Bindungsanalyse variiert. 1) 
Zunächst wurden die Salzkonzentrationen des Membranpräparations- und Bindungspuffer 
variiert. Die Verwendung von hohen Salzkonzentrationen kann die unspezifische Bindung 
von Proteinen verringern. Eine eventuelle schwache Interaktion zwischen dem Rezeptor und 
HBVpreS1 könnte dadurch jedoch verhindert werden. Geringe Salzkonzentrationen 
verringern die Spezifität der Proteinbindung, schwache Protein-Protein-Interaktionen würden 
jedoch dadurch nicht gestört werden. Alle Puffer wurden entweder auf die NaCl-
Konzentrationen von 500 mM oder 50 mM eingestellt und anschließend im Bindungstest 
verwendet. Bei Verwenden von 500 mM NaCl konnte zwar der Hintergrund an 
unspezifischen Proteinen verringert werden, eine spezifische Bande konnte aber auch hier 
nicht identifiziert werden. Eine Konzentration von 50 mM NaCl ergab in der Bindungsanalyse 
einen vergleichbaren Hintergrund wie mit 150 mM NaCl, eine spezifische Bande wurde 
ebenfalls nicht identifiziert (Daten nicht gezeigt). 2) Variiert wurden auch der Zeitdauer für 
die Inkubation der Matrix (von 2 h bis 24 h) und das Volumen des Puffers mit dem die Säulen 
gewaschen wurden. Problematisch war, dass die Waschdauer bei größeren Mengen 
Waschpuffer längere Zeit in Anspruch nahm, sodass sich ein Gleichgewicht zwischen 
gebundenem und ungebundenem Rezeptor wieder in Richtung des ungebundenen Rezeptors 
hätte verschieben könnte. Diese Änderungen brachten keine deutliche Verbesserung. 3) Die 
Lebern von verschiedenen Spendern wurden verwendet. Informationen zu Spender und Status 
der Leber standen nicht zur Verfügung. Variiert wurden auch die in dem Bindungstest 
verwendeten Mengen der präparierten Leber (1-10 g). 4) Des Weiteren wurden die 
Plasmamembranen und Mikrosomenmembranen unabhängig voneinander untersucht, jedoch 
ohne positives Ergebnis. 5) Eine deutliche Verbesserung der Bindungsanalyse brachte 
schließlich die Verwendung von Magnetic Beads (Dynal) als Matrix für die Immobilisierung 
der preS-Proteine. Magnetic Beads sind kleine magnetische Kügelchen, auf die Proteine über 
tosylaktivierte Gruppen oder Epoxidgruppen, mit ihren Lysinresten kovalent auf der 
Oberfläche gekoppelt werden können. Es wurden je 100 µg HBVpreS/1-108(His)6 WT-, ∆23-








Abb. 46: Optimierte HBVpreS1-Affinitätschromatographie mit gelösten humanen Lebermembran-
fraktionen. (A) Kontrolle der Kopplungseffizienz. 100 µg HBVpreS/1-108(His)6 WT-, ∆23-27- sowie 
DHBVpreS/1-165(His)6-Protein wurden an je 20 µl Dynal Magnetic Beads immobilisiert. Die Effizienz der 
Kopplung wurde durch Auftrag gleicher Volumina vor (V) und nach (N) der Kopplungsreaktion auf ein Tricin-
Gel (12,5% Polyacrylamid) in einer SDS-PAGE mit anschließender Coomassiefärbung kontrolliert. Spur 1: 
HBVpreS/1-108(His)6 vor Kopplung. Spur 2: ÜS nach WT-Proteinkopplung. Spur 3: HBVpreS/1-108(His)6 
∆23-27, vor Kopplung. Spur 4: ÜS nach ∆23-27 Proteinkopplung. Spur 5: DHBVpreS/1-165(His)6, vor 
Kopplung. Spur 6: ÜS nach DHBVpreS-Kopplung. (Spur 1). (B) Analyse der optimierten HBVpreS1-
Affinitätschromatographie. HBVpreS/1-108(His)6 WT-, ∆23-27- sowie DHBVpreS/1-165(His)6 gekoppelte 
Beads wurden mit solubilisierten Lebermembranfraktionen für 2 h bei 4°C inkubiert. In einem Kontrollansatz 
mit HBVpreS/1-108(His)6-WT-Beads wurde 17 µg freies HBVpreS/1-108(His)6-Protein als Kompetitor 
zugegeben. Pro Ansatz wurden Membranen von ca. 0,2 g Leber verwendet. Gebundenes Protein wurde mit 60 µl 
Harnstoff (6 M), pH 2,3 eluiert, in einer SDS-PAGE mit einem Laemmli-Gel (9% Polyacrylamid, 20 cm x 20 
cm) aufgetrennt und mit Silber gefärbt. Spur 1: Elution aus unkompetierten Ansatz mit HBVpreS-WT 
gekoppelten Beads, 50 µl. Spur 2: Elution aus kompetitiertem Ansatz mit HBVpreS-WT gekoppelten Beads, 50 
µl. Spur 3: Elution aus Ansatz mit HBVpreS ∆23-27 gekoppelten Beads, 50 µl. Spur 4: Elution aus Ansatz mit 
DHBVpreS gekoppelten Beads, 50 µl. Der Pfeil markiert die Bande eines spezifisch gebundenen Proteins. MGS 
Molekulargewicht-Standard in kDa. (Spur 1:MGS, 0.3 µl).  





DHBVpreS/1-165(His)6 und die Mutante ∆23-27 sollten dabei als mögliche Negativkontrollen 
dienen. Beide Proteine hatten sich im Infektionskompetitionstest als inaktiv (persönliche 
Mitteilung von S. Urban und Tab. 8). Durch die Verwendung dieser Beads konnte der 
Hintergrund an unspezifisch bindenden Proteinen drastisch verringert werden. Die 
Ähnlichkeit in Intensität und Ausprägung der unspezifischen Proteinbanden bei allen 
Ansätzen verdeutlicht die Reproduzierbarkeit der Bindungsanalyse in der Durchführung. Die 
mit Protein gekoppelten Magnetic Beads wurden zu den solubilisierten 
Membranproteinlösungen gegeben und konnten über einen Magneten sehr schnell quantitativ 
abgenommen und gewaschen werden. Auch dies trägt zu einer Verringerung des 
Hintergrundes bei.   
Für die Bindungsanalyse wurden pro Ansatz 20 µl gekoppelter Magnetic Beads mit gelösten 
Membranen von ca. 0,2 g humaner Leber für 2 h bei 4°C inkubiert. Als Kontrollansatz 
wurden solubilisierten Membranen für 45 min in Gegenwart von 17 µg freiem HBVpreS1 
inkubiert und dann mit WT HBVpreS/1-108(His)6 gekoppelte Beads versetzt. Nach 
Inkubation der Beads mit den gelösten Membranen für 2 h wurden die Beads dreimal mit 1 ml 
Puffer gewaschen und die gebundenen Proteine mit 60 µl einer 6 M Harnstofflösung (pH 2.3) 
eluiert. Die Proteine der verschiedenen Elutionen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt 
und mit Silber angefärbt (Abb. 46, B).  
Bei der Analyse des Gels fand sich eine spezifische Bande mit einem Molekulargewicht von 
ca. 90 kDa in der Elution der mit HBVpreS/1-108(His)6 gekoppelten Beads (Abb. 46, Spur 
1), die sich in keinem der Kontrollansätze fand (Spur 2, 3+4). Dieses Gel wurde für eine 
massenspektroskopische Identifizierung dieser Bande zu unserem Kooperationspartner an das 
EMBL gegeben. Leider kam es zu einem technischen Defekt während diese Probe analysiert 
wurde, sodass die Identität dieses Proteins nicht geklärt werden konnte.  
Der Bindungsversuch wurde unter gleichen Bedingungen mehrmals wiederholt, allerdings mit 
Membranen aus anderen Leberproben, da die vormals verwendete Leber bei dem Versuch 
vollständig verbraucht worden war. Die Bande konnte jedoch nicht mehr reproduziert werden.  
In einer Weiterführung des Ansatzes wurde das synthetische Peptid HBVpreS/2-48Oktanoyl an 
die Magnetic Beads gekoppelt. In Infektionskompetitionsversuchen hatte sich gezeigt, dass 
dieses Peptid mit einem Oktanoylrest am Glycin-2, eine HBV-Infektion ebenfalls bei 
nanomolaren Konzentrationen inhibieren kann. In wässriger Lösung bildet das Peptid im 
Gegensatz zu dem myristoylierten Peptid keine Mizellen, sodass es mit guter Effizienz über 
die Lysinreste der As 38 und 46 C-terminal an die Beads gekoppeln ließ. Doch auch mit 





3.1.3 Versuch des SCCA1-Nachweises in Eluaten der HBVpreS1-Affinitätschromatographie  
Das Protein SCCA1 aus der Familie der Serpine ist als ein potentieller Rezeptorkandidat 
beschrieben worden38 (Tab. 3). Deshalb wurden die Eluate verschiedener Bindungsanalysen 
mit gekoppeltem HBVpreS/1-108(His)6 auf eine Anreicherung von SCCA1 im Western Blot 
mit einem monoklonalen anti-SCCA1 Ak getestet. In keinem der Eluate konnte jedoch eine 
Anreicherung von SCCA1 über die Affinitätschromatographie nachgewiesen werden (Abb. 
47).  
 
3.2 Biotinylierung von HBVpreS/2-48myr-Bindungspartnern auf der Plasmamembran 
von HepaRG oder HepG2-Zellen  
 
In einem weiteren biochemischen Ansatz sollte versucht werden, potentielle Bindungspartner 
von HBVpreS/2-48myr auf der Plasmamembran von HepaRG und HepG2-Zellen über eine 
photoaktivierte Reaktion mit Biotin zu markieren, über Streptavidin anzureichern und durch 
Massenspektroskopie zu identifizieren. Die Übertragung von Biotin lässt sich mit dem 
Reagenz Sulfo-SBED (Pierce) verwirklichen.  
 
 
Abb. 47: Anti-SCCA1 Western Blot Analyse der Eluate der HBVpreS/1-108(His)6-
Affinitätschromatographie. Die Eluate aus der HBVpreS-Affinitätschromatographie mit Magnetic Beads 
wurden im Western Blot mit dem mAk gegen SCCA1 auf die Gegenwart von SCCA1 getestet. Spur 1: 
gereinigtes rekombinantes SCCA1, 50 ng. Spur 2-5: TCA gefällte Eluate aus der affinitätschromatographischen 






Diese Substanz besteht aus drei funktionellen Bereichen (Abb. 48): (i) einer NHS (N-
Hydroxysuccinimid)-Gruppe. Mit dieser funktionellen Gruppe kann das Sulfo-SBED an freie 
Aminogruppen eines Proteins (hier rot 
dargestellt) kovalent gebunden werden. 
(ii) Die NHS Gruppe ist über eine 
Disulfidbindung mit einem Biotin-
molekül verbunden (blaues Dreieck). 
Das Biotin dient als Markierung für 
eine einfache und sensitive 
Identifizierung von Zielproteinen. (iii) 
An das Biotin ist eine Azidgruppe 
gebunden, die durch UV-Licht zur 
Reaktion mit benachbarten Proteinen 
gebracht werden kann. Reduzierende 
Bedingungen führen zur Spaltung der 
Disulfidbrücke, sodass das NHS 
gekoppelte Trägerprotein abgespalten 
werden kann und der Reaktionspartner 
der Azidgruppe nur noch mit einem 
Biotin markiert ist. Dieses kann nun 
über eine Interaktion mit Peroxidase 
gekoppeltem Streptavidin im Western 
Blot identifiziert oder über eine 
Streptavidin gekoppelte Matrix in einer 
Affinitätschromatographie angereichert 
werden. Für eine Biotinylierung von 
HBVpreS1-Bindungspartnern auf der 
Plasmamembran von HepaRG und 
HepG2-Zellen wurde das synthetische 
Peptid HBVpreS/2-48myr mit Sulfo-






Abb. 48: Schematische Darstellung der 
Biotinmarkierung. Das trifunktionelle Biotin-
Transferreagenz Sulfo-SBED besteht aus einer NHS-
Gruppe zur Kopplung an ein beliebiges Protein (Protein-
1), einer Markierungssubstanz (L, Biotin) und einer 
photoreaktiven Gruppe (PR, Azid). Der Bindungspartner 
(Protein-2) des Sulfo-SBED gekoppelten Proteins wird 
durch UV-Licht der Wellenlänge 300-366 nm mit dem 
Biotin verbunden. Das Protein-1 kann durch reduzieren 
der Disulfidbrücke wieder abgetrennt werden. Dadurch 







Abb. 49: Biotinylierung von HBVpreS/2-48myr-Bindungspartnern auf der Plasmamembran von HepaRG-
oder HepG2-Zellen. Synthetisches HBVpreS/2-48myr und HHBVpreS/2-44myr  (Kontrolle) wurden wie bei 
Methoden beschrieben mit Sulfo-SBED gekoppelt. Eine 15 cm Zellkultur-Schale mit undifferenzierten HepaRG-
Zellen oder HepG2-Zellen (A, B) sowie differenzierten HepaRG-Zellen (C, D) wurden 3x mit PBS gewaschen 
und Zellen je einer Schale anschließend mit Sulfo-SBED gekoppeltem HBVpreS/2-48myr (Hu) und 
HHBVpreS/2-44myr (He) der Endkonzentration 250 nM,  für 15 min (A, B) bzw. für 1 h (C, D) im Dunkeln und 
bei RT inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die nicht mit Peptid inkubiert wurden (-). Die Zellen wurden für 
10 min mit UV-Licht der Wellenlänge 365 nm bestrahlt, mit PBS gewaschen und geerntet. Abzentrifugierte 
Zellpellets wurden in RIPA-Puffer lysiert und gleiche Mengen Gesamtprotein in einer SDS-PAGE mit einem 
Gel mit 7% Polyacrylamid (A; C) und einem Gel mit 14% Polyacrylamid (B; D) aufgetrennt. Die Proteine 
wurden auf Nitrozellulosemembran transferiert und biotinylierte Proteine mit Peroxidase gekoppeltem 
Streptavidin sichtbar gemacht. (A;B) Spur 1+4: Zelllysat aus nicht behandelten Zellen. Spur 2+5: Zelllysat von 
Zellen die mit Sulfo-SBED gekoppeltem HBVpreS/2-48myr  behandelt wurden. Spur 3+6: Zelllysat von Zellen 
die mit Sulfo-SBED gekoppeltem HHBVpreS/2-44myr behandelt wurden. (C;D) Spur 1: Zelllysat aus nicht 
behandelten Zellen. Spur 2: Zelllysat von Zellen die mit Sulfo-SBED gekoppeltem HHBVpreS/2-44myr 
behandelt wurden. Spur 3: Zelllysat von Zellen die mit Sulfo-SBED gekoppeltem HBVpreS/2-48myr  behandelt 






Undifferenzierte und differenzierte HepaRG-Zellen sowie HepG2-Zellen in je einer 15 cm 
Kulturschale wurden nach dreimaligem Waschen mit PBS mit diesen Peptiden für 15 min 
(Abb. 49 A, B) bzw. für 1 h (Abb. 49 C, D) bei Dunkelheit und RT inkubiert. Nach 10 min 
Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlänge 365 nm wurden die Zellen in reduzierendem 
SDS-Probenpuffer lysiert und die Proteine in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine 
wurden dann auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit Peroxidase gekoppeltem 
Streptavidin inkubiert (Abb. 49). Als Kontrolle dienten Zellen, die nicht mit Sulfo-SBED-
Peptid inkubiert wurden, aber genauso mit UV-Licht bestrahlt worden waren. Weder mit 
differenzierten oder undifferenzierten HepaRG-Zellen noch mit HepG2-Zellen konnten im 
Vergleich zu den Kontrollen spezifische Bande identifiziert werden. Die auf dem Blot 
sichtbaren Banden gehen entweder auf eine unspezifische Bindung des Streptavidins an 
zelluläre Proteine zurück oder sind das Resultat einer unspezifischen Biotinylierung im 
Verlauf der UV-Bestrahlung. Spezifische Banden konnten auch nicht nach längerer 
Exposition des Films auf der Membran entdeckt werden. Möglicherweise trifft das Peptid sein 
Zielmolekül nicht auf der Zelloberfläche sondern erst nach seiner Aufnahme in die Zelle. Die 
Dauer von 15 min bzw. von 1 h könnte daher zu kurz sein, das Peptid zu internalisieren und 
eine Interaktion mit seinem Zielmolekül zu ermöglichen. Eine weitergehende Analyse müsste 
daher systematisch die Biotinylierung zu verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe des Peptids 
zu den Zellen untersuchen. Es ist zudem nicht auszuschließen, dass eine Kopplung des 
Peptids mit Sulfo-SBED die Interaktion mit seinem Bindungspartner beeinträchtigt.    
 
4. Anreicherung und Identifizierung von intrazellulären 
Interaktionspartnern der HBV-Oberflächenproteine mit Hilfe der Tap-
Tag-Aufreinigungsmethode 
 
Mit Hilfe eines dritten biochemischen Ansatzes sollten potentielle Rezeptorkandidaten über 
die Identifizierung intrazellulärer Bindungspartner der HBV-Hüllproteine gefunden werden. 
Dieser Ansatz basierte auf der Beobachtung, dass im DHBV-System der Rezeptor im Zuge 
einer Infektion intrazellulär an DHBVpreS gebunden und einer Degradierung zugeführt 
wird18. Mit diesem Ansatz verband sich zudem die Hoffnung, Proteine zu identifizieren, die 
auch bei anderen Prozessen des viralen Lebenszyklus (z.B. Virusassembly) eine Rolle spielen. 
Zur Anreicherung von intrazellulären Bindeproteinen an die HBV-Oberflächenproteine 





Der Tap-Tag stellt eines neuartiges, von der Firma Cellzome, Heidelberg, entwickeltes 
Hilfsmittel zur schonenden und spezifischen Aufreinigung intrazellulärer Proteinkomplexe 
dar177. Mit Hilfe dieser Methode konnte in Hefe die Zusammensetzung einer Vielzahl von 
funktionellen Proteinkomplexen analysiert werden60. Die Leistungsfähigkeit dieser Methode 
beruht auf der Möglichkeit, Bindeproteinen unter nativen Bedingungen in zwei Schritten 
schnell und schonend zu isolieren. Der Tap-Tag besteht aus drei Komponenten: dem Protein 
A (ProtA), das an IgG-Antikörper binden kann, einer Erkennungssequenz für die Tev-
Endoprotease und dem Calmodulin-Bindeprotein (CBP) (Abb. 50). 
 
Für die Komplexaufreinigung wird das Zielprotein als Tap-Tag-Fusionsprotein in der 
Zielzelle exprimiert (Abb. 51, A). In einem ersten Aufreinigungsschritt können an das 
Zielprotein gebundene Proteinkomplexe nach der Lyse der Zellen über das ProtA an IgG-
Beads gebunden werden (Abb. 51, B). Mit Hilfe der Tev-Protease werden die Komplexe von 
den IgG-Beads abgespalten (Abb. 51, C), wobei das ProtA des Tap-Tags auf den Beads 
verbleibt und der Proteinkomplex eluiert wird. In einem zweiten Bindungs- und 
Reinigungsschritt werden die Proteinkomplexe aus dem Eluat mit Hilfe des CBP an 
Calmodulin-Beads gebunden, von denen sie entweder mit EDTA oder durch Aufkochen in 
SDS-Probenpuffer eluiert werden (Abb. 51, D, E).  
 
 
Abb. 50: Schematische Darstellung von HBV-L-Tap. Das Fusionsprotein wurde repräsentativ für andere Tap-
Fusionsproteine dargestellt. Der Tap-Tag besteht aus 185 As und hat ein MG von 20,6 kDa. CBP: Calmodulin-
Bindeprotein, TEV: Erkennungssequenz für die TEV-Protease, ProtA: Protein A als IgG-Bindedomäne. (für die 





Die HBV und DHBV-Oberflächen-
proteine mit C-terminalem Tap-Tag 
sollten in HepaRG-Zellen exprimiert und 
intrazelluläre Bindungspartner mit dieser 
Aufreinigungsmethode angereichert und 
identifiziert werden. Zunächst wurden die 
Oberflächen-proteine HBV-L, HBV-L 
∆23-27 und HBV-S sowie die DHBV-
Oberflächenproteine L und S aus 
vorhandenen Konstrukten mittels PCR 
amplifiziert und zusammen mit der Tap-
Tag-Sequenz in den Säugetier-
expressionsvektor pcDNA 3.1 
subkloniert. Da sich differenzierte 
HepaRG-Zellen außerordentlich schlecht 
transfizieren lassen und adenovirale 
Transduktion eine effektive Methode 
darstellt, Transgene in HepaRG-Zellen zu 
exprimieren, wurden die „Tap-
Konstrukte“ in adenovirale Vektoren 
überführt (siehe Appendix 6.3, Abb. 13). 
Zum Zeitpunkt der Experimente stand die 
HepaRG-Zelllinie unserem Labor noch 
nicht zur Verfügung. Alle Versuche 
wurden daher mit HepG2-Zellen 
durchgeführt.  
 
4.1 Herstellung von rekombinanten Adenoviren zur Transduktion von HepG2-Zellen 
 
Für die Herstellung rekombinanter Adenoviren, mit denen HepG2-Zellen für die Expression 
der HBV und DHBV-Oberflächenproteine mit C-terminalem Tap-Tag transduziert werden 
sollten, wurde das AdEasy-System verwendet79. Es basiert auf zwei Vektoren: dem Shuttle-




Abb. 51: Schematische Darstellung der Tap-Tag-





und dem Vektor pAdEasy, der für die notwendigen adenoviralen Sequenzen und Proteine 







Abb. 52: Herstellung von Adenoviren in 293-Zellen. Die PacI verdauten Plasmide pAdEasyGFP HBV-L-Tap, 
pAdEasyGFP HBV-L-Tap ∆23-27, pAdEasyGFP DHBV-L-Tap und pAdEasyGFP HBV-S-Tap wurden in 293-
Zellen transfiziert. Die GFP-Expression konnte mittels Fluoreszensmikroskopie sichtbar gemacht werden. (A) 
Transfektion von pAdEasyGFP HBV-L-Tap: zwei Tage nach der Transfektion konnte man einzelne Zellen 
leuchten sehen. 7 Tage nach der Transfektion hatten sich an wenigen Stellen Foci gebildet. Die Zellen wurden 
geerntet und durch mehrmaliges Auftauen und Einfrieren lysiert. Mit den Adenoviren in den Zelllysaten wurden 
neue 293-Zellen infiziert. (B) Nach ca. 4 Tagen konnten Foci mit kometartigem Schweif beobachtet werden. 10 
Tage nach der ersten Infektion konnten mit den Zelllysaten größere Mengen von 293 zur Herstellung einer 
Viren-Stammlösung vollständig infiziert werden (C). Die Zellen wurden am dritten Tag nach der Infektion 





Die beiden Vektoren können rekombinieren und bilden einen Vektor, von dem, nach 
Linearisierung und Transfektion in 293-Zellen, Adenoviren hergestellt werden. Die 
Produktion und Infektion der Adenoviren kann über die Expression des Markergens GFP im 
Fluoreszensmikroskop nachverfolgt werden. Zwei Tage nach Transfektion der 293-Zellen mit 
den linearisierten Adeno-Vektoren, waren erste grüne Zellen zu erkennen (Abb. 52, A). Nach 
weiteren fünf Tagen waren kleine Inseln infizierter Zellen sichtbar, so genannte „Foci“. Die 
Zellen wurden durch mehrfaches einfrieren und auftauen lysiert und neue 293-Zellen mit in 
den Zelllysaten enthaltenen rekombinanten Adenoviren infiziert (Abb. 52, B). Dies führt zu 
einer Amplifikation des Virus. Zwischen Tag 2 und 4 waren wieder einzelne infizierte Zellen 
zu beobachten. Ab Tag 5 bildeten sich vermehrt Foci aus, die im Verlauf der nächsten Tage 
einen „Schweif“ aus infizierten Zellen ausbildeten (Abb. 52, B). Dieser resultiert 
wahrscheinlich aus dem Aufplatzen von Virus produzierenden Zellen nach einem 
mechanischen Stoß an die Kulturschale. Die Zellen wurden nach Tag 10 lysiert und neue 293-
Zellen mit den resultierenden Zelllysaten infiziert (Abb. 52, C).  
Schon nach drei Tagen waren die Zellen vollständig infiziert. Mit den Zelllysaten konnten 
größere Mengen an 293-Zellen zur Herstellung von Virenstammlösungen infiziert werden. 
Über einen CsCl-Gradienten konnten die Viren aus den Zelllysaten aufgereinigt und 
ankonzentriert werden. Nach Entfernen des CsCl durch Dialyse wurde die MOI der 
Virenstammlösungen über Titration bestimmt. Die Virenstammlösungen enthielten nach der 
Dialyse ca. 1 x 105-8 x 107 infektiöse Partikel pro µl Lösung. 
293-Zellen und HepG2-Zellen wurden mit einer MOI von 1 infiziert. 293-Zellen begannen 12 
h nach der Infektion zu leuchten und waren nach 24 h vollständig infiziert (Abb. 53, A). 
HepG2-Zellen konnten ebenfalls mit hoher Effizienz von den Adenoviren infiziert werden. 
Nach ca. 24 h leuchteten die ersten Zellen und nach ca. 44 h waren alle HepG2-Zellen 














Abb. 53: Adenovirale Transduktion von 293 und HepG2-Zellen. 293- und HepG2-Zellen wurden mit 
Adenoviren-Stammlösung in einer MOI von 1 transduziert. Die GFP-Expression wurde durch 
Fluoreszensmikroskopie sichtbar gemacht. (A) Einige Transduzierte 293-Zellen, hier mit DHBV-L-Tap, 
leuchteten nach 12 h , nach 24 leuchteten alle Zellen grün. (B) HepG2-Zellen wurden ebenfalls mit einer MOI 
von 1 transduziert. Nach 24 h leuchteten einige Zellen. Nach 44 h leuchten alle Zellen, wie der Vergleich mit 





Tab. 12: Molekulargewichte der 
preS-Tap-Fusionsproteine. 
 






HBV-L-Tap gp 62,6 gp 47 
 p 59,6 p 44 
HBV-M-Tap ggp 56,6 ggp41 
 gp 53,6 gp 38 
HBV-S-Tap gp 47,6 gp 32 
 p 44,6 p 29 
DHBV-L-Tap p 56,6 p 41 
DHBV-S-Tap p 37,6 p 22 
4.2 Expression der HBV- und DHBV-Oberflächenproteine mit C-terminalem Tap-Tag 
in 293- und HepG2-Zellen 
 
Die Expression von GFP konnte mit Fluoreszenmikroskopie nachverfolgt werden. Nun sollten 
die transduzierten Zellen auf eine Expression der Tap-HBV/DHBV-Oberflächenproteine hin 
untersucht werden. Transduzierte 293- und HepG2-Zellen wurden geerntet, in SDS-
Probenpuffer lysiert und das Gesamtprotein in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die 
Oberflächenproteine wurden mit spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Die humanen 
Oberflächenproteine HBV-L und HBV-S treten jeweils in einer nichtglycosylierten und 
einfachglycosylierter Form auf, das HBV-M-Protein in einer einfach- sowie 
doppeltglycosylierten Form (Tab. 12). Nach 
adenoviraler Transduktion konnten alle Tap-
Fusionsproteine in 293-Zellen (Abb. 54, A) und 
HepG2-Zellen (Abb. 55, A) exprimiert werden. Mit 
einem anti-Tap-Tag-Antikörper wurden die 
Doppelbanden der HBV-L- (62,6 und 59,6 kDa), M- 
(56,6 und 53,6 kDa) und S-Tap-Fusionsproteine (47,6 
und 44,6 kDa) detektiert. Auch die Expression der 
DHBV-L-Tap (56,6 kDa) und DHBV-S-Tap (37,6 kDa) 
Proteine zeigten je eine Bande bei den erwarteten 
Molekulargewichten (Abb. 54, A). Die zusätzliche Bande im DHBV-S Blot bei niedrigerem 
Molekulargewicht stellt wahrscheinlich ein N-terminales Abbauprodukt dar. Der für die 
Erkennung des Tap-Tags verwendete Ak ist ein Peroxidase gekoppelter IgG-Antikörper. Er 
bindet an den Tap-Tag nicht aufgrund eines spezifischen Epitops, sondern weil sein Fc-Teil 
mit dem Protein A des Tap-Tags interagieren kann. Für einen spezifischen Nachweis des WT 
und des ∆23-27 HBV-L-Tap-Proteins in transduzierten 293 und HepG2-Zellen wurde ein 
Antiserum gegen HBVpreS1/2 (H863) verwendet, das wie erwartet jeweils die beiden 
Doppelbanden des HBV-M-Tap und des HBV-L-Tap-Proteins sichtbar machte (Abb. 54, B; 
Abb. 55, B). Der spezifische Nachweis des DHBV-L-Tap und des DHBV-S-Tap-Proteins 
wurde mit dem anti-DHBV-S Ak 7C12169 erbracht (Abb. 54, B). Nach einer Transduktion mit 
Adenoviren konnten also alle HBV und DHBV-Oberflächenproteine in 293- und HepG2-









Abb. 54: Expression von HBV- und DHBV-Oberflächenproteinen mit C-terminalem Tap-Tag. 293-
Zellen in 6-fach Zellkultur-Schalen wurden mit Adenoviren (MOI 1), die je ein Expressionsplasmid von 
Tap-HBV/DHBV-Hüllproteinen trugen, transduziert. Die Zellen wurden 48 h nach der Transduktion 
geerntet und in 150 µl SDS-PP lysiert. Die Proteine aus 15 µl  Zelllysat wurden in einer SDS-PAGE mit 
einem Laemmli-Gel (10% Polyacrylamid) aufgetrennt und im Western Blot analysiert. (A) Nachweis des 
Tap-Tags. Die Proteine auf der Membran wurden mit einem Peroxidase gekoppeltem Antikörper inkubiert. 
Das im Tap-Tag enthaltene Protein A kann das Fc-Fragment von Antikörpern binden. Zur Analyse der 
Expression wurden auf das Gel die Zelllysate von HBV-S-Tap (Spur 1), HBV-L-Tap (Spur 2), HBV-L-Tap 
∆23-27 (Spur 3), DHBV-L-Tap (Spur 4) und von DHBV-S-Tap (Spur 5) aufgetragen. Die HBV-S-Tap, 
HBV-M-Tap und das HBV-L-Tap-Proteine sind in ihrer einfach- und doppeltglycosylierten Form sichtbar. 
DHBV-L-Tap und DHBV-S-Tap sind nicht glycosyliert. MGS Molekulargewicht-Standard in kDa (B) 
Nachweis der Spezifität der Oberflächenproteine. HBV-L-Tap WT (Spur 1) und HBV-L-Tap ∆23-27 (Spur 
2) Fusionspoteine wurden mit dem anti-HBVpreS1/2 (863) Ak analysiert. Der Nachweiß der Spezifität des 








Abb. 55: Expression von HBV- und DHBV-Oberflächenproteinen mit C-terminalem Tap-Tag in HepG2-
Zellen. Zur Expression von Tap-HBV/DHBV-Oberflächenproteinen wurden HepG2-Zellen in 6-fach Zellkultur-
Schalen mit Adenoviren (MOI 1) transduziert. 48 h nach der Transduktion wurden die Zellen geerntet und in 150 
µl SDS-PP lysiert. Die Proteine aus 15 µl Zelllysat wurden in einer SDS-PAGE mit einem Laemmli-Gel (10% 
Polyacrylamid) aufgetrennt und im Western Blot analysiert. (A) Zum Nachweis des Tap-Tags wurden die 
Proteine auf der Membran mit einem Peroxidase gekoppeltem Antikörper inkubiert. Auf das Gel wurden die 
Zelllysate von HBV-S-Tap- (Spur 1), HBV-L-Tap- (Spur 2), HBV-L-Tap- ∆23-27- (Spur 3), DHBV-L-Tap- 
(Spur 4) und von DHBV-S-Tap-Adenoviren (Spur 5) transduzierten Zellen aufgetragen. Die HBV-S-Tap, HBV-
M-Tap und das HBV-L-Tap-Proteine sind jeweils in ihrer einfach- und doppeltglycosylierten Form sichtbar 
(mitte). MGS: Molekulargewicht-Standard in kDa (B) Zum Nachweis der Spezifität des HBV-L-Tap WT-
Proteins wurde das Antiserum 863 (Spur 1) und der mAk Ma18/7 (Spur 2) verwendet. Der Nachweis der 





4.3 Optimierung der Tap-Tag-Aufreinigung 
 
Da die Aufreinigung des Tap-Tags bislang nur für zytosolische Proteine beschrieben ist, 
mussten zunächst geeignete Bedingungen für eine Aufreinigung von Membranproteinen 
gefunden werden. Zur Expression eines jeden Tap-Oberflächenproteins wurden 12 große 
Kulturschalen HepG2-Zellen (15 cm) mit den jeweiligen rekombinanten Adenoviren infiziert 
(MOI 1) und die Zellen nach drei Tagen geerntet. Um die Zellen zu lysieren, mögliche 
Proteinkomplexe aber nicht zu zerstören, wurden die pelletierten Zellen in dem 1% 
oktylglucosidhaltigen Lysepuffer aufgenommen und in Gegenwart von Proteaseinhibitoren 
mit einem Douncer aufgebrochen. Zu der klarzentrifugierten Proteinlösung wurden 200µl 
einer IgG-Bead-Stammsuspension (Stratagene) gegeben. Proteinkomplexe die an die IgG-
Beads gebunden hatten wurden durch Inkubation mit der TEV-Protease über Nacht eluiert. 
Verbleibende Proteine auf den IgG-Beads wurden in SDS-Probenpuffer eluiert und ebenfalls 
analysiert. In einem zweiten Bindungsschritt wurden die Proteinkomplexe im Tev-Eluat an 
Calmodulin-Beads gebunden. Gebundene Proteine wurden in SDS-Probenpuffer eluiert. Die 
in den Proben der einzelnen Aufreinigungsschritte enthaltnen Proteine wurden in einer SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western Blot analysiert (Abb. 56).  
In der Abbildung ist repräsentativ die Aufreinigung mit dem DuS-Tap-Protein gezeigt, da sich 
die prinzipiellen Probleme der Aufreinigung hier besonders gut erkennen lassen. Auf das Gel 
wurden Volumina aufgetragen, die den quantitativen Vergleich zwischen den Spuren 1-4 und 
sowie zwischen den Spuren 5-8 erlauben. Analysiert man das Zelllysat vor der Aufreinigung, 
so erkennt man mit dem anti-DHBV-S Ak 7C12 die schon in Abb. 55 beobachtete 
Doppelbande des DHBV-S-Tap-Proteins. Wie der Vergleich mit dem Kontrollzelllysat zeigte, 
kam es mit dem Ak zu einer Kreuzreaktion mit einem Protein, das bei einem 
Molekulargewicht von ca. 70 kDa läuft. Vergleicht man das Zelllysat vor der Inkubation mit 
IgG-Beads, mit einem, das mit IgG-Beads inkubiert und nach deren Abzentrifugation 
analysiert wurde, so wird deutlich, dass die verwendete Menge an IgG-Beads nicht ausreicht, 
das gesamte DHBV-S-Tap-Protein aus der Lösung abzureinigen. Eine weitere Erklärung 
wäre, dass ein Teil der Tap-Proteine nicht effizient an die IgG-Beads binden. Es handelt sich 
jedoch bei der verwendeten Proteinlösung um ein hochkonzentriertes Proteinextrakt aus zwölf 
großen HepG2-Zellkultur-Schalen. Die erstere Erklärung scheint daher wahrscheinlicher zu 
sein. Ein anderes Problem wird augenscheinlich, wenn man in Abb. 56 die Spuren 5 und 6 







In Spur 5 sieht man alle Proteine, die nach der Elution mit der Tev-Protease trotz Waschen 
noch auf den Beads gebunden waren und die dann durch Aufkochen in SDS-Probenpuffer 
abgelöst wurden. In Spur 6 sollte man dagegen das von der Tev-Protease abgeschnittene DuS-
Protein finden. Es wird deutlich, dass der Großteil sowohl des geschnittenen als auch des 
ungeschnittenen Proteins auf den IgG-Beads verbliebt, obwohl diese intensiv gewaschen 
wurden und im letzten Wasch-Schritt kein Protein mehr abgelöst wurde (Abb. 56, Spur 4). 
Zudem scheint die Effizienz der Tev-Protease unter diesen Pufferbedingungen sehr 
 
 
Abb. 56: Kontrolle der Tap-Tag-Aufreinigungsschritte im Western Blot. HepG2-Zellen aus zwölf 15 cm 
Zellkultur-Schalen wurden 48 h nach Transduktion mit DHBV-S-Tap-Adenoviren (MOI 1) in 
oktylglucosidhaltigem Puffer lysiert und die Tap-Tag-Aufreinigung, wie in Methoden beschrieben, durchgeführt. 
Die Proteine einzelner Schritte der Aufreinigung wurden in einer SDS-PAGE mit einem Laemmli-Gel (10% 
Polyacrylamid) aufgetrennt und im Western Blot mit dem anti-DHBV-S-Ak 7C12 analysiert. Die aufgetragenen 
Volumina erlauben den quantitativen Vergleich zwischen Spur 1-4 sowie zwischen Spur 5-8. Auftrag: Spur 1: 
Zelllysat nach adenoviraler Transduktion, 5 µl. Spur 2: Zelllysat von nicht transduzierten HepG2-Zellen 
(Kontrolle), 5 µl. Spur 3: Zelllysat nach Bindung an IgG-Beads, 5 µl. Spur 4: Waschpuffer aus letztem Wasch-
Schritt der IgG-Beads, 5µl. Spur 5: IgG-Beads wurden nach der Elution mit 620 µl SDS-PP inkubiert. Davon 
wurden 3,5 µl aufgetragen. Spur 6: Tev-Eluat, 3.5 µl. Spur 7: ÜS der Tev-Elution nach Inkubation mit 






unzureichend zu sein. Nur ein kleiner 
Teil des Proteins wurde gespalten. 
Nichtsdestotrotz ließ sich das eluierten 
Protein über die Calmodulin-Beads 
anreichern und im Western Blot 
nachweisen (Abb. 56, Spur 7+8). Die 
Elution der Calmodulin-Beads zeigte 
eine Bande, deren Molekulargewicht 
zu dem des Tev verdauten DHBV-S-
Tap-Protein korrespondierte.  
Um zu testen, ob sich durch die Wahl 
eines anderen Detergens die Elution 
von den IgG-Beads verbessern und die 
Effizienz der Tev-Spaltung erhöhen 
ließe, wurde die Aufreinigung in 
einem quantitativen kleineren Maßstab 
mit verschiedenen Detergenzien 
durchgeführt. Im Vergleich mit 1% 
Oktylglucosid wurden die 
Detergenzien Tween 20 (1%) und n-
Dodecyl β-D-Maltosid (DM) (1%) 
sowie die beiden Detergenzien Triton 
X 100 (1%) und NP40 (1% und 0,1%) 
in Gegenwart und Abwesenheit von 
DTT getestet. Es stellt sich heraus, 
dass Oktylglucosid das am wenigsten 
geeignete aller getesteten Detergenzien 
ist (Abb. 57). Für die Versuche 
wurden je eine Schale (15 cm) HepG2-
Zellen mit den Adenoviren 
transduziert. Die Tap-Reinigung wurde 
unter Verwendung von 20 µl IgG-
Beads, wie in Methoden beschrieben, 




Abb. 57: Test verschiedener Detergenzien zur 
Optimierung der Tap-Tag-Aufreinigung. HepG2-Zellen 
aus einer 15 cm Zellkultur-Schale wurden 48 h nach 
Transduktion mit HBV-L-Tap-Adenoviren in Lysepuffern 
die die Detergenzien Oktylglucosid (1%), DM (1%), NP40 
(1%+0,1%), Tween 20 (1%) und Triton X 100 (1%) 
enthielten, in Gegenwart oder Abwesenheit von DTT 
lysiert. 20 µl IgG-Beads wurden mit den Lysaten aus 
transduzierten Zellen inkubiert, 6x gewaschen und mit Tev-
Protease in 350 µl Tev-Spaltpuffer inkubiert. Der ÜS wurde 
abgenommen. Und nach 6 weiteren Wasch-Schritten 
wurden die Proteine in 350 µl SDS-PP eluiert. Proben der 
einzelnen Schritte der Aufreinigung wurden in einer 10% 
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit dem mAk 
Ma18/7 gegen HBVpreS1 analysiert. Dargestellt sind 1% 
Oktylglucosid, repräsentativ für das ungünstigste Detergens 
(A) und 0,1% NP40 +DTT für das günstigste Detergens (B) 
Auftrag: Spur 1: Zelllysat nach adenoviraler Transduktion, 
5 µl. Spur 2: Zelllysat nach IgG-Beads, 5 µl. Spur 3: Tev 
Eluat, 5 µl. Spur 4: IgG-Beads wurden nach 6x waschen in 
350 µl SDS-PP eluiert. Davon 5 µl. Auf der linken Seite ist 
das HBV-L-Tap und das HBV-M-Tap-Protein 







bis zur Tev-Elution durchgeführt und die Schritte im Western Blot kontrolliert. In Abb. 57 
sind die Western Blots von zwei repräsentativen Aufreinigungen des HBV-L-Tap-Proteins in 
Gegenwart von 1% Oktylglucosid oder 0,1% NP40 +DTT gezeigt. Vergleicht man die Spuren 
1 und 2 beider Reinigungen, so ist deutlich zu erkennen, dass das HBV-L-Tap-Protein bei 
Verwendung von NP40 wesentlich effizienter von den IgG-Beads aus dem Überstand 
abgereichert werden konnte, als bei Verwendung von Oktylglucosid (Abb. 57, Spur 1+2). 
Unspezifische Proteine kleineren Molekulargewichts wurden bei beiden Bedingungen nicht 
gebunden. Auch die Tev-Protease scheint bei Verwendung von NP40 effizienter zu 
schneiden: während mit Oktylglucosid in der Tev-Elution kein geschnittenes HBV-L-Protein 
detektiert wurde, sieht man bei Verwendung von NP40 bereits deutlich ein Signal (Abb. 57, 
Spur 3). Kritisch blieb bei allen verwendeten Detergenzien die Bindung des geschnittenen 
Tap-Proteins an die IgG-Beads nach der Tev-Elution (Abb. 57, Spur 4). Das Detergens DM 
war ebenso gut geeignet, sowohl in Bezug auf die Bindungseffizienz an die IgG-Beads als 
auch in Bezug auf eine effektive Spaltung der Tev-Protease (Daten nicht gezeigt). Da das 
Detergens jedoch wesentlich teurer ist als NP40, wurde für alle weiteren Tap-Aufreinigungen 
0,1% NP40 verwendet. Zwischen NP40 mit und ohne DTT war kein Unterschied 
festzustellen. Es wurde in späteren Analysen daher nicht verwendet. Mit NP40 als Detergens 
wurde die Aufreinigung im präparativen Maßstab durchgeführt. HepG2-Zellen aus fünfzehn 
Zellkultur-Schalen (15 cm) wurden 48 h nach Transduktion mit den jeweiligen Adenoviren in 
12 ml Lysepuffer (IPP150 + 0,1% NP40) gelöst und Debris abzentrifugiert. Davon wurden je 
4 ml Proteinextrakt mit 100 µl IgG-Beads für 4 h bei 4°C inkubiert. Dies sind im Verhältnis 
weniger IgG-Beads, da die Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen mit der Tap-Tag-
Aufreinigungsmethode gezeigt hatten, dass sich unspezifisches Binden an IgG-Beads durch 
die Verwendung geringerer Mengen der IgG-Beads verringern ließe (persönliche Mitteilung 
von D. Forler). Die weitere Aufreinigung erfolgte wie in Methoden beschrieben. Einzelne 
Schritte der Aufreinigung wurden im Western Blot kontrolliert. Die für den Western Blot in 
Abb. 58 verwendeten Volumina der Proben wurden so gewählt, dass sich die Aufträge der 
Spuren 1-3 sowie die Aufträge der Spuren 4-7 quantitativ miteinander vergleichen lassen. Das 
HBV-L-Tap und HBV-M-Tap konnte nicht vollständig an IgG-Beads gebunden werden (Spur 
1+3). Nach der Spaltung mit der Tev-Protease waren die durch die Tap-Spaltung verkürzten 
HBV-L (gp46, p43) und HBV-M (ggp40, gp37) Proteine im Überstand zu finden. Die IgG 
gebundenen HBV-L-Tap und HBV-M-Tap-Proteine wurden vollständig von der Tev-Protease 
prozessiert. Auch in diesem Versuch verblieb etwa die Hälfte des Proteins auf den IgG-Beads. 





Proteine gefunden. Verunreinigende Proteine bzw. Degradations-produkte wie das Protein, 
das in Spur 1, 3, 4 und 5 (Abb. 58) bei einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa lief, wurden 
nicht an die Calmodulin-Beads gebunden. Dies spricht für die Spezifität der 
Aufreinigungsmethode. Als Kontrolle der HBV-L-Tap-Aufreinigung (Abb. 59, Spur 1) waren 
Aufreinigungen mit HBV-S-Tap (Spur 3), DHBV-S-Tap (Spur 4) sowie mit einem 
Kontrollzelllysat (Spur 5) durchgeführt worden.  
 
 
Abb. 58: Kontrolle der optimierten Tap-Tag-Aufreinigung im Western Blot. HepG2-Zellen aus fünfzehn 15 
cm Zellkultur-Schale wurden 48 h nach Transduktion mit HBV-L-Tap-Adenoviren (MOI 1) in 12 ml Lysepuffer 
(0,1% NP40) lysiert und Debris abzentrifugiert. 100 µl IgG-Beads wurden für 4 h bei 4°C mit 4 ml HepG2-
Zelllysat inkubiert, 6x mit Lysepuffer gewaschen und über Nacht mit Tev-Protease in 640 µl Tev-Spaltpuffer 
inkubiert. IgG-Beads wurden abzentrifugiert und der Überstand 90 min. mit 60 µl Calmodulin-Beads versetzt. 
Nach viermaligem Waschen mit Tev-Spaltpuffer wurden die an die Beads gebundenen Proteine mit 60 µl SDS-
PP eluiert. Einzelne Schritte der Aufreinigung wurden mit einer 12% SDS-PAGE und anschließendem Western 
Blot mit dem mAk Ma18/7 analysiert. Aufgetragen wurden Volumina, die den quantitativen Vergleich zwischen 
Spur 1-3 sowie zwischen Spur 4-7 erlauben. Auftrag: Spur 1: Zelllysat nach adenoviraler Transduktion, 5 µl. 
Spur 2: Zelllysat von nicht transduzierten HepG2-Zellen (Kontrolle), 5 µl. Spur 3: Zelllysat nach IgG-Bead-
Bindung, 5 µl. Spur 4: IgG-Beads wurden nach der Elution mit 640 µl SDS-PP inkubiert. Davon wurden 3.5 µl 
aufgetragen. Spur 5: Tev-Eluat, 3.5 µl. Spur 6: ÜS der Tev-Elution nach Inkubation mit Calmodulin-Beads, 3.5 
µl. Spur 7: Eluat der Calmodulin-Beads, 0.33 µl. MGS: Molekulargewichte-Standard in kDa. Auf der linken 






Die Proteine aus den Eluaten der Aufreinigungen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt 
und mit Silber angefärbt. Ein Beleg für die hohe Spezifität der Aufreinigung unter den 
gewählten Bedingungen, ergibt sich aus der Betrachtung des Eluats der Kontrollreinigung, bei 
der nur wenige schwache Banden detektierbar sind, also nur wenige Proteine unspezifisch 
binden. In der Spur der HBV-L-Tap-Aufreinigung im Gel konnten einige der Banden dem 
HBV-L, M und S-Tap-Protein zugeordnet werden. Sie wurden anhand ihrer Größe im Gel und 
durch Vergleich mit einem parallel durchgeführten Western Blot mit dem anti-HBVpreS1 Ak 
Ma18/7 (Spur 6) und einem kommerziellen anti-HBV-S-Ak (Spur 7) identifiziert. Dasselbe 
Muster der Proteine HBV-L und HBV-M, in denselben Mengenverhältnissen kann auch im 
Silbergel der HBV-L-Tap-Elution (Spur 2) wiederentdeckt werden. Von den beiden deutlich 
im Silbergel zu erkennenden HBV-S-Banden (Spur 3) ist im Western Blot nur die untere 
erkennbar (Spur 7). Beide Banden im Silbergel lassen jedoch aufgrund ihrer Größen eine 
Zuordnung zu den beiden HBV-S-Varianten zu. Das DHBV-S-Protein ist in der Elutionsspur 
des Silbergels nicht zu sehen, da es aufgrund seiner geringen Größe noch in der Lauffront des 
Gels enthalten ist. Neben den HBV-L und HBV-M-Banden finden sich in der HBV-L-Tap-
Elutionsspur im Silbergel (Spur 2) aber noch einige zusätzliche, spezifische Banden, die in 
keiner der anderen Aufreinigungen zu entdecken sind. Insbesondere zwischen 45 und 30 kDa 
gibt es einige recht prominente, spezifische Banden. Des Weiteren lassen sich spezifische 
Banden entdecken, die sowohl im Eluat von HBV-L-Tap als auch im Eluat von HBV-S-Tap 
zu entdecken sind, beispielsweise eine zarte Doppelbande zwischen 97 und 66 kDa. Diese 
Proteine müssen über das HBV-S, das ja auch in HBV-L mit enthalten ist, aufgereinigt 
worden sein. Die Identität dieser Banden konnte nicht mehr geklärt werden. 
Die Methode der Tap-Tag-Aufreinigung von Membranproteinen konnte bis zu einem Punkt 
etabliert werden, an dem sich spezifische Bindungspartner der HBV-Oberflächenproteine 















Abb. 59: Tap-Tag-Aufreinigung aus HepG2-Zellen nach optimiertem Protokoll. Je fünfzehn Zellkultur-
Schalen (15 cm) HepG2-Zellen wurden mit HBV-L-Tap, HBV-S-Tap und DHBV-S-Tap-Adenoviren 
transduziert. Die Zellen wurden in NP40 haltigem Lysepuffer lysiert und Zelldebris abzentrifugiert. Die 
Aufreinigung erfolgte wie in Methoden beschrieben. Die Proteine der jeweiligen Elution wurden in einer SDS-
PAGE mit einem Gel aufgetrennt (9% Polyacrylamid, 20 cm x 20 cm Laemmli-Gel) und mit Silberfärbung 
sichtbar gemacht (A) oder im Western Blot mit anti-HBVpreS1 und anti-HBV-S Ak analysiert. Auftrag. Spur 1: 
Spur 1: MGS, 0.5 µl. Spur 2: Eluat aus Reinigung mit HBV-L-Tap transduzierten Zellen, 50 µl. Spur 3: Eluat 
aus Reinigung mit HBV-S-Tap transduzierten Zellen, 50 µl. Spur 4: Eluat aus Reinigung mit DHBV-S-Tap 
transduzierten Zellen, 50 µl. Spur 5: Eluat aus Reinigung mit nichttransduzierten Zellen, 50 µl. Spur 6: Eluat aus 
Reinigung mit HBV-L-Tap transduzierten Zellen, 3 µl, anti-HBVpreS1 (Ma18/7) Ak. Spur 7: Eluat aus 
Reinigung mit HBV-S-Tap transduzierten Zellen, 3 µl, anti-HBV-S Ak. Auf der rechten Seite sind die Proteine 







Der Infektionsinhibitionstest mit einem in vitro Infektionssystem stellt ein wichtiges 
Werkzeug für die Erforschung und differenzierte Analyse der frühen Schritte einer Infektion 
dar. Er ermöglicht es sowohl synthetische und rekombinant hergestellte Proteine als auch 
andere interessante Moleküle mit Inhibitionspotential zu testen (z.B. Sialinsäure oder 
Heparin). Inhibitoren der Infektion können mit der Bindung des Virus an die Zelloberfläche 
mit Rezeptoren interferieren oder andere, die Aufnahme vermittelnde Schritte blockieren (z.B. 
rezeptorvermittelte Endozytose, Membranfusion). Mit Hilfe der von P. Gripon beschriebenen, 
mit HBV infizierbaren Zelllinie HepaRG73, konnte in der Arbeitsgruppe ein solcher 
Infektionsinhibitionstest etabliert werden.   
Le Seyec et al. konnten zeigen, dass rekombinante Viren mit Deletionen innerhalb der As 3-
77 der preS1-Domäne des L-Proteins, PHHs nicht mehr infiziert werden können110. In einem 
Infektionsinhibitionstests mit HepaRG-Zellen konnte das hochaktive HBVpreS/2-48myr-Peptid 
identifiziert werden, das eine Infektion in nanomolaren Konzentrationen inhibiert68. Im 
Rahmen dieser Arbeit ermöglichte das Etablieren zweier Expressionssysteme die 
systematische Eingrenzung von preS1-Bereichen, die für eine Infektionsinhibitionaktivität 
von Bedeutung sind. Zum einen wurde die rekombinante Herstellung von HBVpreS(His)6-
Proteinen etabliert (Abschnitt E 1.2), zum anderen die rekombinante Herstellung 
myristoylierter HBVpreS/2-48-Peptide als GST-Fusionsproteine (Abschnitt E 2.1). Die 
Myristoylierung wurde durch Coexpression der NMT aus S. cerevisiae erreicht. Durch eine 
Mutations- und Infektionskompetitionsanalyse der rekombinanten Proteine konnte gezeigt 
werden, dass die As 11-21 essentiell für die Infektionskompetitionsaktivität des HBVpreS/2-
48myr-Peptids sind. Der Aminosäureaustausch hochkonservierter As (L11R, G12E, F13S oder 
F13S + F14S) führte zu einem vollständigen Verlust der Inhibitionsaktivität der HBVpreS/2-
48myr-Peptide. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass die As 11-21 für eine 
Bindung an den Rezeptor verantwortlich sind, während die As 22-30 diese zusätzlich 
stabilisieren. Von großer Bedeutung für die Aktivität des HBVpreS/2-48myr-Peptids ist zudem 
die Myristoylierung am Glycin-2 des HBVpreS1. Die Ergebnisse der rekombinanten 
HBVpreS/1-108(His)6-Proteine deuten auf einen komplizierten Bindungsmechanismus hin. 
Möglicherweise ist an diesem auch das S-Protein beteiligt, da Ak gegen das S-Protein eine 
Infektion inhibieren können und Deletionen einzelner As innerhalb des S-Proteins zu einem 





In weiterführenden Arbeiten wurde die Infektiosität und das Bindungsverhalten von 
rekombinanten Viren mit den Punktmutationen L11R, G12E, F13S und F13S + F14S 
untersucht48. Obwohl im Vergleich zum WT-Virus kein Unterschied im Bindungsverhalten 
der mutanten Viren an HepaRG-Zellen feststellbar war, führten alle Punktmutationen zum 
Verlust der Infektiosität. Dies deutet auf einen Zweischrittmechanismus hin: in einem ersten 
Schritt bindet das Virus an die Zelloberfläche, in einem zweiten Schritt erfolgt eine 
Interaktion mit einem zellulären Protein, die durch das HBVpreS/2-48myr-Peptid inhibiert 
werden kann. Im Zuge dieser Interaktion kommt es möglicherweise zur Fusion der 
Virusmembran mit einer zellulären Membran.  
Trotz intensiver Bemühungen im Verlauf dieser Arbeit, die Identität des von diesem Peptid 
adressierten zellulären Faktors zu klären und damit einen neuen Rezeptorkandidaten zu 
identifizieren, konnten keine spezifisch an die preS1-Domäne bindenden Proteine identifiziert 
werden (Abschnitt 4.3). Für die Identifizierung von intrazellulären Bindungspartnern an die 
HBV-Oberflächenproteine L und S konnte das Tap-Tag-Aufreinigungssystem etabliert 
werden, das nun für die Aufreinigung intrazellulärer Interaktionspartner zur Verfügung steht 
(Abschnitt 4.4). 
 
1. Infektionskompetitionsanalyse rekombinanter HBVpreS1-Proteine  
 
Unter Verwendung des DHBV-Infektionssystems mit PDHs, konnte durch die Analyse von 
rekombinanten DHBVpreS-Proteinen derjenige Bereich innerhalb von DHBVpreS lokalisiert 
werden, der mit dem DHBV-Rezeptor duCPD interagiert228. In einem 
Infektionskompetitionstest wurden Varianten des DHBVpreS-Proteins mit N-terminalen 
Verkürzungen oder internen Deletionen auf ihre Infektionskompetitionsaktivität hin getestet. 
Dadurch konnte der Bindungsbereich von DHBVpreS an duCPD auf die As 30-115 
eingegrenzt werden. Basierend auf den unterschiedlichen Affinitäten der Varianten zu duCPD 
wurden diese As in einen für die Bindung essentiellen und einen die Bindung stabilisierenden 
Bereich unterteilt231. 
Bei HBV ließ sich mit Hilfe mutanter rekombinanter Viren mit Deletionen innerhalb von 
preS1 und preS2, ein für die Infektion essentieller Bereich bestimmen, der die As 3-77 
umfaßt109,110. Aufgrund dieser Experimente ließ sich jedoch keine Aussage darüber machen, 
ob der Funktionsverlust der mutanten Viren bei frühen Schritten im Zusammenspiel zwischen 





an die Zelle, der Aufnahme in die Zelle oder der Fusion mit einer Wirtsmembran oder erst bei 
späteren, die Infektion etablierenden Schritten. Das Etablieren eines Infektionsinhibitionstests 
mit HepaRG-Zellen ermöglicht erstmals die Klärung solcher Fragen. Im Zuge der Infektion 
werden HepaRG-Zellen mit rekombinantem HBV in Gegenwart von PEG (Polyethylenglycol) 
inkubiert. PEG ist ein stark hydratisiertes Polymer, das in hohen Konzentrationen die Fusion 
von Membranen vermitteln kann112. Um die Infizierbarkeit von PHHs und HepaRG-Zellen zu 
verbessern, wurde eine optimale Konzentration von 4% PEG ermittelt73. Durch folgende 
Experimente konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von 4% PEG nicht zu einer 
unspezifischen Fusion der Virusmembran mit der Plasmamembran führt, sondern lediglich die 
Effizienz der in vitro Infektion von PHHs und HepaRG-Zellen verbessert: (i) die mutanten, 
rekombinanten Viren mit Deletionen innerhalb der HBVpreS1-Aminosäuren 3-77 waren trotz 
Zugabe von 4% PEG nicht mehr infektiös, (ii) die Spezifität der Infektion in Gegenwart von 
PEG konnte durch die Infektionsinhibition mit HBVpreS/2-48myr gezeigt werden, (iii) PHHs 
und HepaRG-Zellen konnten bei Verwendung höherer Virentiter in Abwesenheit von PEG 
noch immer infiziert werden. PEG erhöhte lediglich die Effizienz der Infektion um den Faktor 
1068,73. Neuere Daten deuten darauf hin, dass PEG seine Wirkung möglicherweise durch 
Interaktion mit Glycosaminoglycanen (GAGs) auf der Oberfläche der Hepatozyten entfaltet 
(persönliche Mitteilung A. Schulze).   
Wie in Abschnitt E 1 des Ergebnisteils gezeigt, wurden der Bereich der HBVpreS As 3-77 
unter Verwendung des HepaRG-Infektionssystem und rekombinanter HBVpreS/1-108(His)6-
Proteine, auf seine Beteiligung an den frühen Schritten Infektion getestet. Dazu wurden 
verschiedene HBVpreS/1-108(His)6-Varianten mit internen Deletionen in E. coli exprimiert 
und mit Hilfe des N-terminalen Hexahistidin-Tags in einer denaturierende Ni2+-
Affinitätschromatographie aufgereinigt. Da NMR-Studien gezeigt hatten, dass das HBVpreS1 
im Wesentlichen unstrukturiert ist, konnten denaturierende Bedingungen gewählt werden, 
ohne dadurch einen Funktionsverlust fürchten zu müssen. Das ebenfalls unstrukturierte 
DHBVpreS war nach seiner Expression in E. coli und der Aufreinigung unter denaturierenden 
Bedingungen noch immer im Infektionskompetitionstest aktiv97. Die Ergebnisse in E 1.3 
(Tab. 8) zeigen, dass auch das rekombinante, in E. coli exprimierte HBVpreS/1-108(His)6-
Protein in der Lage ist, eine Infektion zu inhibieren. Im Vergleich zum analogen DHBV-
System mit DHBVpreS benötigt man für die Inhibition jedoch eine ca. zehnfach höhere 
Konzentration des HBVpreS1-Peptids: während im DHBV-System bereits eine 50% 
Inhibition mit einer DHBVpreS-Konzentration von 0,8 µM erzielt wurde, konnte eine 





inhibieren (Abb. 20). Erst eine Konzentration von 6,3 µM führte zu einer 70% Inhibition der 
Infektion (Tab. 8). Bei der DHBVpreS-Bindung an duCPD handelt es sich um eine der 
stärksten Rezeptor/Virus-Interaktionen, die man kennt231. Wie sich aus dem Vergleich der für 
die Inhibition notwendigen preS Konzentrationen ablesen lässt, scheint diese Affinität zum 
primären Rezeptor bei HBV geringer zu sein. Die Deletionen innerhalb der HBVpreS1-
Domäne führten bei Konzentrationen von 6,3 µM und 18,9 µM zu einem vollständigen 
Verlust der Inhibitionsaktivität (Tab. 8). 
Es konnte also gezeigt werden, dass das rekombinante HBVpreS/1-108(His)6-Protein eine 
Infektion inhibieren kann, jedoch Deletionen innerhalb der As 3-77 zum Verlust dieser 
Aktivität führen. Daraus kann geschlossen werden, dass die As 3-77 an den frühen Schritten 
der Infektion beteiligt sind, wahrscheinlich bei einer Rezeptorbindung. 
Im DHBV-Modellsystem deuten folgende Erkenntnisse darauf hin, dass die Aufnahme von 
DHBV durch mindestens zwei unterschiedliche Rezeptoren vermittelt wird: (i) Da der 
DHBV-Rezeptor duCPD nicht nur in der Leber sondern auch in Geweben anderer Organe 
exprimiert wird, kann dieser nicht für den strikten Lebertropismus von DHBV verantwortlich 
sein. (ii) Die Wirtsspezifität von DHBV spiegelt sich nicht in einer präferentiellen Bindung 
von DHBVpreS zu duCPD: HHBVpreS kann ebenfalls mit duCPD interagieren. (iii) Nicht 
infizierbare Hepatomzelllinien können durch die Expression von rekombinantem duCPD 
nicht für DHBV infizierbar gemacht werden. (iv) Das Peptid DHBVpreS/2-41myr, das den N-
terminalen Bereich von preS außerhalb der essentiellen duCPD-Binderegion von DHBVpreS 
umfasst (As 85-115), kann eine DHBV-Infektion von PDHs effizient inhibieren229. Da das 
kürzere DHBVpreS/2-21myr-Peptid jedoch nicht mehr inhibitorisch aktiv ist, wird diese 
Aktivität vermutlich von den As 22-41 vermittelt. Interessanterweise sind die As 24-30 
zwischen DHBVpreS und HHBVpreS konserviert. Da HHBVpreS/2-44myr die DHBV-
Infektion von PDHs mit vergleichbarer Effizienz wie das DHBVpreS/2-44myr inhibiert, könnte 
dieser Bereich eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit einem weiteren Rezeptor 
spielen. All dies spricht dafür, dass die Aufnahme in die Zelle von zwei Rezeptoren vermittelt 
wird. Für die Interaktion mit duCPD bindet das DHBVpreS zunächst mit den As 85-115. 
Diese Bindung wird durch die As 30-84 zusätzlich stabilisiert. Mit den N-terminalen As, 
insbesondere As 24-30 interagiert DHBVpreS vermutlich mit einem weiteren Rezeptor.  
Auch bei HBV gibt es Hinweise darauf, dass die Aufnahme über die Interaktion mit zwei 
Rezeptoren verläuft. (i) Das HBVpreS/2-48myr-Peptid kann eine Infektion effizient inhibieren, 
obwohl Versuche mit mutanten Partikeln zeigten, dass auch die HBVpreS1-Aminosäuren 49-





viralen Kontext nicht getestet werden, da diese As für die Sekretion der Viren verantwortlich 
sind und daher keine rekombinanten Viren mit Deletionen in diesem Bereich hergestellt 
werden konnten110. (ii) Das myristoylierte Peptid HBVpreS/2-78myr, das die für die Infektion 
notwendigen As 3-77 umfasst, ist ebenfalls als Infektionsinhibitor aktiv73. Im Vergleich zum 
nichtmyristoylierte Volllängeprotein HBVpreS/1-108(His)6 benötigt man eine 8-fach 
geringere Konzentration. Interessanterweise nahm jedoch die Inhibitionsaktivität bei einer 
weiteren C-terminalen Verkürzung noch zu.  Insbesondere das HBVpreS/2-48myr-Peptid war 
deutlich aktiver (10-fach) als das HBVpreS/2-68myr und HBVpreS/2-78myr-Peptid68. Bei der 
Annahme eines Modells, das von zwei Rezeptoren ausgeht (Abb. 60) und bei dem die N-
terminalen As 2-48 an den ersten Rezeptor binden, die C-terminalen As 49-78 an den zweiten, 
ließe sich die schlechtere Inhibitionsaktivität der Peptide HBVpreS/2-68myr und HBVpreS/2-
78myr möglicherweise erklären: zum einen 
wäre denkbar, dass die As 48-78, die 
nicht an den ersten Rezeptor binden, 
intramolekular mit dem N-Terminus 
interagieren und diesen somit maskieren, 
wodurch eventuell die Affinität des N-
Terminus zum Rezeptor verringert 
würde. Zum anderen könnten die As 49-
78 die Bindung zum ersten Rezeptor aus 
sterischen Gründen behindern. Eine 
weitere Erklärung könnte sein, dass die 
As 49-78 bereits zum Teil mit dem 
zweiten postulierten Rezeptor 
interagieren (Abb. 60, B), was unter 
Umständen dazu führen würde, dass das 
Protein in geringen Mengen an den 
zweiten Rezeptor bindet und dadurch die 
Affinität zum ersten Rezeptor 
geschwächt wird.  
Um Indizien für die Hypothese der 
HBVpreS1-Bindung an zwei Rezeptoren 
auf der Zelloberfläche zu bekommen und 
somit den Aufnahmeprozess in seine 
 
 
Abb. 60: Schematische Darstellung der 
hypothetischen HBVpreS-Rezeptorinteraktion. A) 
Dieses Modell beruht auf der Annahme, dass HBVpreS 
den ersten Rezeptor mit dem N-terminus und den 
zweiten Rezeptor mit dem C-terminus bindet. B) Dies 
könnte erklären, dass HBV2-48myr eine Infektion besser 
inhibiert als das HBVpreS2-78myr. Die C-terminalen As 
könnten die Bindung schwächen. C) Im Versuch sollte 
geklärt werden, ob sich  die Infektion mit dem 49-108 
Peptid eventuell über die Kompetition des zweiten 





Einzelschritte zu zerlegen, wurden weitere rekombinante Proteine unter Verwendung der 
schon in Abschnitt E 1.1 etablierten Aufreinigungsmethode hergestellt. Durch das N-
terminale Verkürzen der Proteine, sollten die As vor dem C-terminalen 
Rezeptorbinungsbereich zukzessiv entfernt werden. Bei Zutreffen der Hypothese ließe sich 
erwarten, dass dies die Aktivität der Proteine verbessert, da die N-terminalen As dann die 
Rezeptorbindung nicht mehr stören würden. 
Hergestellt und aufgereinigt wurden die rekombinanten Proteine HBVpreS/1-108(His)6 sowie 
HBVpreS/9-108(His)6, 19-108(His)6, 29-108(His)6, 39-108(His)6 und 49-108(His)6 (Abb. 19). 
Wie die Ergebnisse in Abschnitt E 1.2 zeigen, konnten diese Proteine eine Infektion bei einer 
Proteinkonzentration von 1,2 µM nicht inhibieren. Auch eine Konzentration des WT-Proteins 
von 2,9 µM und eine Konzentration von 8,9 µM des HBVpreS/49-108-Proteins führten nicht 
zur Inhibition der Infektion, obwohl die Kontrollen zeigten, dass die Versuche prinzipiell 
aussagekräftig waren (Abb. 20), denn HBVpreS/2-48myr konnte die Infektion bei einer 
Konzentration von 100 nM vollständig inhibieren. Somit scheint eine HBVpreS/1-108(His)6-
Konzentration von 2,9 µM nicht ausreichend für die Infektionskompetition von HBV zu sein. 
HBVpreS/49-108(His)6 wurde jedoch in einer Konzentration getestet, bei der in dem 
vorangegangenen Inhibitionstest HBVpreS/1-108(His)6 eine Infektion deutlich hatte 
inhibieren können (70% Inhibition bei einer Konzentration von 6,3 µM, Tab. 8). Die 
Tatsache, dass HBVpreS/49-108(His)6 bei einer Konzentration von 8,9 µM inaktiv ist, spricht 
gegen die oben formulierte Hypothese. Vielleicht sind noch höhere Konzentrationen 
erforderlich, weil die Interaktion mit diesem Rezeptor sehr schwach ist. Im viralen Kontext 
könnte eine geringe Bindungsstärke über die Ausbildung mehrerer schwacher Bindungen 
kompensiert werden. Denkbar wäre auch eine kooperative Bindung, bei der die Bindung im 













2 Infektionskompetitionsanalyse myristoylierter preS-XaGST-
Fusionsproteine 
 
2.1 Aufreinigung und Charakterisierung von HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsprotein 
sowie HBVpreS-Mutanten  
 
In Anbetracht der hohen Wirksamkeit des synthetischen HBVpreS/2-48my-Peptids als HBV-
Aufnahmeinhibitor ergab sich das begründete Interesse, das Peptid auch rekombinant mit 
Hilfe eines geeigneten Protein-Expressionssytems herzustellen. Zum einen könnte sich das 
Peptid, ähnlich wie das von gp41 abgeleitete T20-Peptid bei HIV, als eine neue Klasse von 
Inhibitoren für die HBV-Therapie erweisen. Ein rekombinantes Expressionssystem böte dabei 
die Möglichkeit, das Peptid in größeren Mengen preiswert herzustellen. Zum anderen können 
so Mutationen gezielt in das Peptid eingeführt werden, um die für die Inhibition 
verantwortlichen Determinanten innerhalb der HBVpreS/2-48-Sequenz zu bestimmen. Die 
Untersuchung solcher Mutanten erlaubt es, Rückschlüsse auf den Aufnahmemechanismus zu 
ziehen. 
Für die rekombinante Herstellung von HBVpreS/2-48myr ergeben sich zwei Probleme: (i) 
kurze Peptide mit einer Länge von nur 47 As können in E. coli nur mit geringer Ausbeute 
hergestellt werden, (ii) die Myristoylierung von Proteinen kann mangels enzymatischer 
Ausstattung nicht in einem prokaryotischen Expressionssystem erfolgen.  
 
2.1.1 Expression und Aufreinigung von HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteinen 
Nachdem sich das E. coli-Expressionssystem bereits bei der Herstellung der HBVpreS/1-
108(His)6-Proteine bewährt hatte, sollte HBVpreS/2-48myr und verschiedene Mutanten als 
funktionelles, myristoyliertes GST-Fusionsprotein in E. coli exprimiert werden (Abb. 21).  
Nach Coexpression der Fusionsproteine mit der NMT aus Hefe, bei Zusatz von gelöstem 
Myristat, konnten die Fusionsproteine in E. coli myristoyliert (Abb. 22) und unter 
nichtdenaturierenden Bedingungen und in Abwesenheit von Detergens mit Hilfe einer GSH-
Affinitätschromatographie aufgereinigt werden (Abb. 23). Dies ermöglicht, die Peptide in 
vitro auf ihr Inhibitionspotenzial zu testen, ohne zuvor Zellkultur unverträgliche Substanzen 





Fusionsprotein sowie Varianten, die in konservierten HBVpreS-Bereichen die Deletionen ∆5-
9, ∆11-15, ∆17-21, ∆23-27, ∆29-33, ∆35-39 und ∆41-45 besaßen (Abb. 33, Abb. 35). 
Zusätzlich wurden Varianten mit Aminosäure-Austauschen im Bereich der As 11-15 
hergestellt (Abb. 40). Alle Proteine konnten in vergleichbaren Mengen exprimiert werden und 
ließen sich in Mengen zwischen 4-9 mg pro Liter Kulturmedium aufreinigen. Einzig das 
nichtmyristoylierte WT-Fusionsprotein, das in Abwesenheit der NMT exprimiert wurde, 
zeigte einen geringeren Expressionslevel. Möglicherweise bedingt das Fehlen des 
Myristoylrests eine andere Lokalisation innerhalb der Zelle, die einer stärkeren Degradation 
des Proteins in E. coli Vorschub leistet.  
 
2.1.2 Die Identität der N-terminal verkürzten Fusionsprotein-Varianten  
Wie die Kontrolle der gereinigten Fusionsproteine im Gel zeigte, wurden, neben den 
Volllängeproteinen, eine oder zwei kürzere Varianten gebildet. Erste Hinweise auf die 
Identität dieser Banden ließen sich über die Betrachtung des Bandenmusters bei der 
jeweiligen Deletion und über die Reaktivität verschiedener Ak mit den Banden erschließen.  
 
Die Deletionen der As 17-21 und 23-27 verhindern die Bildung der kleinsten Variante, die bei 
einem Molekulargewicht von ca. 28 kDa läuft (Abb. 61, Abb. 35). Man kann also eine 
proteolytische Spaltung einer E. coli-Protease zwischen As 17-27 vermuten. Da der 
monoklonale anti-HBVpreS1-Ak Ma18/7 (Epitop As 20-23) diese unterste Bande nicht mehr 
erkannte, wohl aber der monoklonale anti-HBVpreS1-Ak 5a19 (Epitop As 26-31), muss die 
Spaltung vor As 26, aber nach As 23 erfolgt sein (Abb. 35). Tatsächlich konnten in der 
massenspektroskopischen Analyse von Faktor Xa verdautem WT-Fusionsprotein sowie in den 
meisten anderen Mutanten, die diese unterste Bande aufwiesen, ein Fragment gefunden 
 
 
Abb. 61: Schematische Darstellung der Bandenmuster der GST aufgereinigten Fusionsproteine. 
Dargestellt wurden die Bandenmuster aller Mutanten, die von dem des WT abweichen. Die Größen der WT-





werden, das die As 25-48IEGR umfasst (Tab. 10, Tab. 11). IEGR bildet die 
Erkennungssequenz für die Endoprotease Faktor Xa. Da sich während der Faktor Xa Spaltung 
des Fusionsproteins die unterste Bande zunehmend verstärkt (Abb. 30), scheint das 
Fusionsprotein sowohl von einer E. coli-Protease als auch von Faktor Xa nach dem R24 
gespalten zu werden. Um zu testen, ob sich diese Prozessierung durch einen Austausch von 
R24 durch Glycin verhindern lässt, wurde die Austauschmutante R24G hergestellt. Sie zeigte 
dasselbe Bandenmuster, wie das WT-Fusionsprotein (Daten nicht gezeigt). In der 
massenspektroskopischen Analyse der Fragmente nach der Inkubation dieser Mutante mit 
Faktor Xa fanden sich neben dem noch immer gebildeten Fragment 25-48Xa auch die 
Fragmente 23-48Xa, 24-48Xa sowie das 2-26myr-Fragment (Appendix, Tab. 13). Im 
Gegensatz zum WT-Fusionsprotein konnte auch das Volllängepeptid 2-48Xamyr nachgewiesen 
werden. Durch den Austausch R24G wurden also nur die „Spezifität“ und die Effizienz der 
Spaltung in diesem Bereich verschlechtert. Dabei lässt sich nicht sagen, ob die Mutation 
Einfluss auf die Spezifität der E. coli-Protease oder von Faktor Xa hat oder gar auf die von 
beiden. Offenbar stellt diese Region einen für die enzymatische Proteolyse sensitiven Bereich 
dar. 
Die mittlere Bande, die im Gel bei einem Molekulargewicht von ca. 31 kDa läuft, konnte 
sowohl von dem Ak Ma18/7 als auch von dem Ak 5a19 detektiert werden. Sie muss also 
durch die Abspaltung eines N-terminalen Fragments vor der As 17 entstanden sein. Deletiert 
man As 11-15, so wird sie nicht gebildet (Abb. 61, Abb. 35). Dies engt den Bereich für den 
Schnitt auf diese fünf As ein. Tatsächlich fanden sich auch in der massenspektroskopischen 
Analyse des Faktor Xa verdauten WT und der R24G Mutante die drei Fragmente 11-48Xa, 
13-48Xa und 15-48Xa. Wurde die As L11 durch R ersetzt, fand sich nur noch das Fragment 
13-48Xa (Tab. 13, Tab. 10, Tab. 11). Die Bildung von 11-48Xa aber auch von 15-48Xa 
scheint durch den Austausch verhindert zu werden. Der Austausch von G12 zu E führte zum 
selben Ergebnis. Ersetzte man F13 gegen S, so fand man nur das Fragment 11-48Xa, nicht die 
beiden anderen. Den drastischsten Effekt hatte jedoch der Austausch der beiden As F13S und 
F14S. Fehlen diese beiden As, so wird das Fusionsprotein in diesem Bereich gar nicht mehr 
prozessiert, wie sich im Gel sowie in der massenspektroskopischen Analyse zeigte. Für die 
Bildung des mittleren Fragments ist also die As F14 notwendig, für den Schnitt nach der As 
12 ist die As F13 Voraussetzung und für den Schnitt nach As 10 sind die As L11 und G12 
notwendig.   
Das Volllänge-Fusionsprotein lässt sich aufgrund seiner Assoziation mit der NMT von den N-





die wegen des Verlusts der ersten 15 As nicht mehr an die NMT binden. Das Volllänge-
Fusionsprotein eluierte zusammen mit der NMT in einem früheren Maximum als die N-
terminal verkürzten Versionen, die im darauf folgenden Maximum eluierten. Die verwendete 
S200-Gelfiltrationssäule (Pharmacia) eignet sich jedoch nicht, um die verkürzten Varianten 
quantitativ abzutrennen, da ihre Auflösung in diesem Größenbereich nicht gut genug ist und 
die beiden Maxima teilweise überlappen. Um das ungeschnittene Fusionsprotein auch von der 
assoziierten NMT zu trennen, müssten noch geeignete Salzkonzentrationen bestimmt werden, 
die diese Interaktion lösen.  
 
2.1.3 Die NMT-Bindung und Nachweis der Myristoylierung durch Massenspektroskopie 
Die Assoziation von NMT und Fusionsprotein ließ bereits vermuten, dass das HBVpreS/2-48 
ein geeignetes Substrat für die NMT darstellt. Für die Myristoylierung eines Proteins sind 
insbesondere die ersten acht As von Bedeutung. Notwendige Voraussetzung für eine 
Myristoylierung ist das Glycin-2. Ein Ser an Position 6 erhöht die Affinität eines Proteins als 
Substrat für die NMT um das 2 bis 3-fache. Basische oder neutrale As an Position 8 oder 9 
erhöhen diese Affinität ebenfalls44,222. Diese Voraussetzungen sind für das HBVpreS/2-48 
erfüllt (Abb. 32). Tatsächlich konnte die Myristoylierung mit Hilfe einer 
massenspektroskopischen Analyse der Fragmente nach der proteolytischen Spaltung des WT-
Fusionsproteins mit Faktor Xa nachgewiesen werden: die Masse des 2-24myr Fragment ließ 
sich einer der identifizierten Massen zuordnen (Tab. 10, Tab. 11). Schwieriger ist es, die 
Effizienz der Myristoylierung abzuschätzen. Im Falle der Myristoylierung von Arf-2 konnte 
dies über die Analyse einer Gelelektrophorese erfolgen, da das myristoylierte Arf im 
Vergleich zum nichtmyristoylierten Arf bei einem niedrigeren Molekulargewicht im Gel zu 
finden war116. Dies ist bei myristoyliertem und nichtmyristoyliertem preS nicht der Fall. Nach 
der Expression in Gegenwart der NMT ließ sich jedoch in der Massenspektroskopie lediglich 
ein myristoyliertes, N-terminales Fragment identifizieren. Man kann daher von einer hohen 
Effizienz bei der Myristoylierung von HBVpreS/2-48XaGST ausgehen. Auch die spezifische 
Aktivität des Fusionsproteins im Infektionskompetitionstest lässt diesen Schluss zu: eine 
HBV-Infektion von HepaRG-Zellen kann mit dem Fusionsprotein vollständig und bei 
vergleichbaren Konzentrationen inhibiert werden (ca. 10 nM) wie das synthetische 
HBVpreS/2-48myr (Abb. 27).  
Anhand der massenspektroskopisch identifizierten Fragmente war zudem ersichtlich, dass das 





identifiziert wurde, das ein Methionin-1 enthielt (Tab. 10). Die Abspaltung dieses Methionins 
ist ebenfalls eine notwendige Voraussetzung für die Myristoylierung eines Proteins222.    
Mit Ausnahme der ∆5-9 Mutante, konnte bei alle Mutanten ein myristoyliertes Fragment 
entdeckt werden. Im Fall von ∆5-9 wurde weder ein myristoyliertes noch nichtmyristoyliertes 
N-terminales Fragment identifiziert. Eine Myristoylierung bei Fehlen dieser As ist jedoch 
unwahrscheinlich, da diese As wichtig für die Substraterkennung durch die NMT sind. Die 
Bedeutung der As 5-9 für die Infektionsinhibition des myristoylierten Peptids konnte daher 
nicht bestimmt werden. Die massenspektroskopische Analyse bestätigte neben der 
Myristoylierung auch die Identität der einzelnen Mutanten. Für jede Mutante fanden sich 
Fragmente, welche die entsprechende Mutation beinhalten und belegen (Tab. 10, Tab. 11). 
DHBVpreS/1-44XaGST scheint in vitro nicht myristoyliert zu werden, lediglich das 
nichtmyristoylierte DHBVpreS/2-24 Peptid konnte einer identifizierten Masse zugeordnet 
werden. Im Gegensatz dazu wird das DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-24XaGST-
Fusionsprotein myristoyliert (Tab. 11). Es besitzt nur die Aminosäuren 1-15 von DHBVpreS, 
während die As 16-48 von HBVpreS1 stammen. Dies deutet darauf hin, dass auch die As 
nach As 15 für die Myristoylierung von Bedeutung sind. Es ist bekannt, dass bei manchen 
Proteinen die As nach Position 8 eine wichtige Rolle für die Substraterkennung durch die 
NMT spielen, beispielsweise beim Gα-Protein der Säuger44,64. Bei HBVpreS1 scheinen die As 
nach Position 15 zumindest eine Rolle für die Substratbindung der NMT zu haben. 
Interessanterweise wurde bei der Aufreinigung von manchen mutanten Fusionsproteinen die 
NMT nicht oder nur schlecht mit aufgereinigt, beispielsweise bei den Mutanten ∆41-45 und 
∆17-21 (Abb. 33). Auch Deletionen der As ∆23-27 und ∆11-15 führten zu einer schwächeren 
Assoziation der NMT, sodass sie in geringeren Mengen coelulierte (Abb. 34). Die Austausche 
innerhalb der As 11-15 führten ebenfalls zu einer verminderten Bindefähigkeit der NMT 
(Abb. 40). Dies scheint jedoch keinen prinzipiellen Einfluss auf die Myristoylierung zu 
haben, da einerseits bei all diesen Mutanten ausschließlich myristoylierte N-terminale 
Fragmente in der massenspektroskopischen Analyse entdeckt wurden und andererseits die 
∆41-45 Mutante, bei der es zu keiner Coelution der NMT mehr kam, die Infektion noch 
immer sehr effizient inhibieren konnte.  
 
2.1.4 Der Mechanismus der Myristoylierung 
Der Mechanismus der Myristoylierung konnte von Rudnick et al. 186-188 aufgeklärt werden. 





Komplexes führt zu einem Freilegen der Peptidbindungsstelle, an die das Peptid nur in 
Gegenwart von Myristoyl-CoA binden kann. Nachdem sich ein ternärer Komplex aus 
Myristoyl-CoA, NMT und Peptid augebildet hat, erfolgt der katalytische Transfer des 
Myristats vom Myristoyl-CoA auf das Peptid. Zuerst wird das CoA freigesetzt, später das 
myristoylierte Peptid. Man bezeichnet diesen Mechanismus als geordneten Bi-Bi-
Mechanismus186-188. Die oben genannten Mutationen innerhalb von HBVpreS/2-48 scheinen 
die Freisetzung des Substrats nach seiner Myristoylierung im Vergleich zum WT zu 
erleichtern, möglicherweise indem sie die Affinität zur NMT verringern. Für eine 
Myristoylierung selbst sind diese As wohl nicht dringend notwendig.  
 
2.1.5 Inhibitionsaktivität von myristoyliertem und nichtmyristoyliertem WT-Fusionsprotein  
In Abschnitt E 2.3 wurde das HBVpreS/2-48XaGST-Fusionsprotein in myristoylierter wie 
unmyristoylierter Form auf seine Fähigkeit gestestet, ein HBV-Infektion von HepaRG-Zellen 
zu inhibieren (Abb. 27). Dabei sollte geklärt werden, ob und in welchen Konzentrationen das 
Fusionsprotein aktiv ist. Aufgrund der Beobachtung, dass die synthetischen Peptide 
HBVpreS/2-78myr  und HBVpreS/2-68myr weniger aktiv sind als das C-terminal verkürzte 
HBVpreS/2-48myr, stellte sich die Frage, ob die C-terminalen GST-Aminösäuren des 
Fusionsproteins einen negativen Einfluss auf die Infektionskompetitionsaktivität von 
HBVpreS/2-48myr haben. Zudem hatte sich gezeigt, dass bei dem Versuch, das GST vom 
HBVpreS/2-48-Peptid durch proteolytischen Spaltung mit Faktor Xa abzutrennen, auch die 
proteolytische Spaltung innerhalb von HBVpreS/2-48 nach As 24 erfolgt (Tab. 10, Abb. 25). 
Bei einer signifikanten Aktivität des Fusionsproteins könnte dieses daher ohne vorherige 
Abspaltung von HBVpreS/2-48myr in einer systematischen Mutationsanalyse eingesetzt 
werden. 
Wie sich zeigte, inhibierte das myristoylierte Fusionsprotein bei einer apparenten 
Konzentration von 40 nM die Infektion zu fast 70%, während das nichtmyristoylierte 
Fusionsprotein dazu weder bei einer apparenten Konzentration von 640 nM (Abb. 27) noch 
bei einer apparenten Konzentration von 1280 nM in der Lage war (Daten nicht gezeigt). 
Anhand der nichtmyristoylierten Kontrolle lässt sich ausschließen, dass für den 
inhibitorischen Effekt des myristoylierten Fusionsproteins mögliche geringfügige 
Kontaminationen von E. coli-Proteinen verantwortlich sind. Die apparente Konzentration des 
myristoylierten Fusionsproteins von 40 nM entspricht einer effektiven Konzentration von ca. 





synthetische HBVpreS/2-48myr wirksam ist (IC50 = 8 nM). Rekombinant hergestelltes 
HBVpreS/2-48myr besitzt also die gleiche inhibitorische Aktivität wie das synthetische Peptid. 
Die C-terminale Verlängerung durch das GST hat dabei keinen Einfluss auf die Aktivität. Die 
geringe Konzentration, bei der das Fusionsprotein wirksam ist, kann außerdem als Hinweis 
dafür gewertet werden, dass das Fusionsprotein in Gegenwart von NMT vollständig 
myristoyliert wird. Die Myristoylierung erhöht die Effizienz der von dem HBVpreS/2-48 
Peptid vermittelten Inhibition um das 1000-fache: das nichtmyristoylierte synthetischen 
Peptid inhibiert die Infektion erst bei einer Konzentration von 10 µM 68. Die Assoziation der 
NMT mit dem Fusionsprotein scheint ebenfalls keinen Einfluss auf 
Infektionsinhibitionsaktivität des Fusionsproteins zu haben.  
Angesichts der Wirksamkeit des synthetischen Peptids bei solch geringen Konzentrationen, 
kann man auch davon ausgehen, dass seine Fähigkeit zur Bildung von Micellen in wässriger 
Lösung beim Infektionsinhibitionstest nicht von Bedeutung ist. Es ist nicht bekannt, welche 
kritische micellare Konzentration das Peptid besitzt. Vermutlich liegt die Konzentration des 
Peptids, bei der die Infektion vollständig inhibiert wird aber unter dieser kritischen 
Konzentration. Zudem wird die Micellenbildung wahrscheinlich durch das im 
Infektionsmedium enthaltene FCS verhindert. Auch im Fall der Infektionsinhibition mit 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr spielt eine Micellenbildung keine Rolle. In Abb. 28 A konnte 
gezeigt werden, dass das myristoylierte Fusionprotein keine Micellen bildet, da kein Protein 
im Ausschlussvolumen zu finden war. Dies könnte zwei Ursachen haben: i) die Assoziation 
mit der NMT verhindert die Micellenbildung. Selbst nach Faktor Xa-Verdau wurden keine 
Micellen aus dem N-terminalen Spaltprodukt gebildet, da das Peptid noch immer mit der 
NMT verbunden zu sein scheint (Abb. 28 B). ii) Das Anhängen des gut löslichen GST-
Proteins an HBVpreS/2-48myr verhindert die Bildung von Micellen, möglicherweise dadurch, 
dass es die Löslichkeit des Fusionsproteins deutlich verbessert und die Micellenbildung somit 
energetisch ungünstiger wird.   
 
2.1.6 Mögliche Wirkungsweise des Myristoylrests 
Über welchen Mechanismus der Myristoylrest des HBV-L-Proteins seine Wirkung entfaltet 
ist bislang unklar. Folgende Funktionen der Myristoylierung sind denkbar. 1) Der 
Myristoylrest bewirkt eine Verankerung von HBV-L in der Plasmamembran der Wirtszelle. 
Die große Bedeutung einer solchen Protein-Membran-Interaktion für den Aufnahmeprozess in 





der Inhibition durch HBVpreS/2-48myr könnte eine Verankerung über den Myristoylrest die 
lokale Konzentration des Peptids an der Membran erhöhen und die Freiheitsgrade der 
Diffusion des Virus bzw. des Peptids auf die Zweidimensionalität der 
Plasmamembranoberfläche reduzieren. Für eine solche Annahme spricht im Falle von 
HBVpreS/2-48, dass Peptide mit Acylresten, die hydrophober sind als der Myristoylrest (z.B. 
palmitoylierte [C16] oder oktadecanoylierte [C18] Peptide), eine Infektion effizienter 
inhibieren als das myristoylierte Peptid selbst, wohingegen Peptide mit weniger hydrophoben 
Resten wie dem Pentanoyl- [C5] oder Oktanoylrest [C8] mit geringerer Effizienz inhibieren68. 
Gegen eine solche Annahme spricht allerdings, dass das myristoylierte Peptid, nähme man 
eine spontane Verankerung in der Membran an, auch an andere Zellen binden müsste. Es 
konnte jedoch gezeigt werden, dass das Peptid zwar an primäre Tupaia-Hepatozyten bindet, 
nicht jedoch an HepG2-Zellen, Maus-Hepatozyten oder HeLa-Zellen63. Die moderate 
Hydrophobizität des Myristoylrests selbst erlaubt bestenfalls reversible 
Membraninteraktionen. Für eine feste Verankerung des Myristoylrests wären weitere 
Membran-Bindungsfaktoren notwendig, die eine Verankerung stabilisieren. Solche Faktoren 
können beispielsweise die Anhäufungen von positiven Ladungen innerhalb des 
myristoylierten Proteins sein, eine zusätzliche Palmitoylierung, Interaktionen mit 
Transmembranregionen oder Phospholipid bindende Regionen131. Bei bisherigen 
Untersuchungen des HBV-L-Proteins konnten diese Faktoren bislang nicht entdeckt werden. 
2) Eine andere mögliche Funktion der Myristoylierung könnte sein, das HBV-L-Protein bzw. 
das Virus in Mikrodomänen der Membran wie z.B. lipid rafts zu lokalisieren, um 
anschließend über einen lipid raft vermittelten Endozytoseweg aufgenommen zu werden. Es 
ist bekannt, dass beispielsweise das neuronale Src-Protein oder das Fyn-Protein, ein Mitglied 
der Src-Kinasenfamilie, über ihren Myristoylrest in lipid rafts rekrutiert werden114,135. Eine 
lipid raft vermittelte Aufnahme kennt man bereits beim SV40-Virus156. Einen klaren Hinweis 
darauf, dass dies auch bei HBV der Fall sein könnte, gibt es bislang noch nicht. Zumindest 
konnte ein Peptid mit Palmitoylrest, von dem bekannt ist, dass er Proteine in lipid rafts 
rekrutieren kann, ebenso effizient inhibieren, wie eines mit Myristoylrest. Interessanterweise 
können HBVpreS/2-48-Peptide, die anstatt des Myristoylrests ein C18-Fettsäurerest mit einer 
oder zwei Cis-Doppelbindungen besitzen ((Z)-octadec-9-enoylrest oder (9Z,12Z)-octadeca-
9,12-dienoylrest) eine Inhibition signifikant schlechter inhibieren als Peptide mit einem 
Octadecanoylrest ohne Doppelbindungen oder einem Octadecanoylrest mit einer 
Doppelbindung in Transkonformation ((E)- octadec-9-enoyl). Für das G-alpha-Protein konnte 





ausgeschlossen wurde134. 3) Eine weitere Funktion, die man sich für die Myristoylierung 
vorstellen könnte, wäre eine Verankerung des Myristoylrest in der Membran, um die preS1-
Region sterisch in eine spezifische Ausrichtung zu bringen, die eine Bindung von preS1 zu 
dem korrespondierenden Rezeptor erst möglich macht. Möglicherweise erfolgt die Insertion 
des Myristoylrests in die Membran und die Interaktion von HBVpreS1 mit einem 
Membranprotein auch in einem konzertierten Prozess. Mit dieser Annahme ließe sich die 
Beobachtung erklären, dass synthetische HBVpreS/2-48-Peptide, die statt des Myristoylrests 
einen C18-Fettsäurerest mit einer oder zwei Cis-Doppelbindungen besitzen, eine Infektion 
schlechter inhibieren als Peptide mit einem Octadecanoylrest ohne Doppelbindungen oder 
einem Octadecanoylrest mit einer Doppelbindung in Transkonformation ((E)- octadec-9-
enoyl). Bei einem Fettsäurerest mit einer oder zwei Cis-Doppelbindungen würde man 
vermuten, dass der Großteil des Peptids näher an der Membran lokalisiert ist und somit eine 
akkurate Interaktion mit dem Rezeptor erschwert ist. 4) Unabhängig von einer 
Membranbindung kann eine Myristoylierung direkt an einer Protein/Protein-Interaktion 
beteiligt sein. Eine solche Interaktion wurde für Calmodulin und CAP-22/NAP-22 gezeigt130. 
Die Tatsache, dass fluoreszensmarkierte acylierte Peptide außer an Tupaia-Hepatozyten63 nur 
an Hepatozyten humaner Herkunft binden (persönliche Mitteilung von P.Gripon), macht eine 
direkte Beteiligung des Myristoylrests an der Bindung mit einem Rezeptor auf der 
Zelloberfläche durchaus wahrscheinlich. 5) Neben der Beteiligung des Myristoylrests an einer 
Protein/Protein-Interaktion kennt man auch eine intramolekulare Interaktion. So wird 
beispielsweise die Aktivität der Tyrosin-Kinase c-Abl durch die Insertion des N-terminalen 
Myristoylrests in eine hydrophobe Tasche von c-Abl reguliert78. Auch beim HBV-L-Protein 
wäre eine intramolekulare Interaktion des Myristoylrests denkbar, die für den weiteren 
Aufnahmeprozess von Bedeutung ist, möglicherweise bei der Bindung des Virus an die Zelle 
oder aber bei der Fusion der viralen mit der zellulären Membran. Vorstellbar ist, dass diese 
Prozesse durch eine intramolekulare Bindung sogar reguliert werden. Konkrete Hinweise 
darauf gibt es aber nicht. Bislang ist noch nicht einmal geklärt, ob und auf welcher Seite der 
Myristoylrest in die virale Hüllmembran inseriert. Bei allen bekannten myristoylierten 
Proteinen ist der Myristoylrest auf der zytoplasmatischen oder auf der viralen Matrix-Seite in 
der Membran verankert. Eine Besonderheit bezüglich der Topologie des L-Proteinen von 
DHBV und HBV ist, dass sich das N-terminale preS bei der Hälfte der DHBV/HBV-L-
Proteine auf der inneren Seite der viralen Hüllmembran befindet (i-preS), bei der anderen 
Hälfte auf der äußeren Seite (e-preS) (Abb. 6). Man nimmt an, dass der Myristoylrest des 





die Membran inseriert. Wie die Translokation von preS erfolgt und was dabei mit dem 
Myristoylrest geschieht ist unklar. 
 
2.1.7 Mögliche Wirkungsweise des HBVpreS/2-48myr-Peptids 
Die Infektionskompetitionsaktivität des HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteins scheint von 
dem C-terminale GST-Teil nicht beeinträchtigt zu werden. Somit kann ausgeschlossen 
werden, dass eine Verlängerung durch eine unspezifische Aminosäure-Sequenz die Aktivität 
der N-terminalen As 2-48 beeinträchtigt. Die Spezifität der Infektioninhibition durch das 
Fusionsprotein bestätigt nochmals, dass PEG, das während der Infektion in einer 
Konzentration von 4% verwendet wurde, nicht zu einer rezeptorunabhängigen Fusion des 
Virus mit der Plasmamembran führt.  
Auch für andere Viren wie beispielsweise dem humanen Immunodefizienzvirus (HIV), dem 
Influenza A Virus sowie einigen Paramyxoviren, ist eine spezifische Inhibition der Infektion 
durch Peptide, die von den entsprechenden Fusionsproteinen (gp41, HA-2 und F) abgeleitet 
wurden, bekannt. Diese Peptide blockieren eine Infektion dadurch, dass sie mit der Formation 
eines Übergangszustandes aus sechs Helices interferieren, der zur Fusion der viralen mit der 
zellulären Membran führt. Das HBVpreS/2-48myr-Peptid wirkt vermutlich über einen anderen 
Mechanismus, da bislang keinerlei Sekundärstruktur innerhalb von preS1 entdeckt werden 
konnte (pers. Mitteilung von S. Urban). Wahrscheinlich interferiert es nicht mit der Bildung 
eines fusiogenen Übergangszustands des Oberflächenproteins, sondern besetzt die 
Bindungsstelle eines bislang unbekannten zellulären Rezeptors, möglicherweise auf der 
Oberfläche des Hepatozyten. Diese Annahme basiert auch auf der Beobachtung, dass eine 
Präinkubation der Zellen mit synthetischem HBVpreS/2-48myr bereits ausreicht, die Infektion 
für mehr als 12 h zu blockieren. Die Inhibition ist dabei prinzipiell reversibel, nach einiger 
Zeit (t1/2 ca. 12 h) wurden die Zellen wieder infizierbar68. Im Verlauf dieser Zeit löst sich 
entweder das Peptid wieder von seinem Zielmolekül oder es wird degradiert. Möglicherweise 
wird in dieser Zeit auch der Rezeptor wieder neu gebildet. Einen weiteren Hinweis darauf, 
dass das Peptid Faktoren auf der Zelloberfläche adressiert, ergab sich aus Versuchen, bei 
denen sich die Bindung von gereinigten SVPs mit hohem preS1 Gehalt an Tupaia-
Hepatozyten spezifisch durch HBVpreS/2-48myr inhibieren ließ63. Dennoch kann ein 
komplexerer Wirkungsmechanismus, der sowohl eine Bindung des Peptids an den Rezeptor 
als auch die Bildung eines Rezeptorfusionskomplexes unter Beteiligung weiterer viraler 





2.2 Analyse der Sequenzvoraussetzungen für die Inhibitionsaktivität des HBVpreS/2-
48myr-Peptids 
 
Um den für die Aktivität von HBVpreS/2-48myr essentiellen Bereich einzugrenzen, waren im 
Vorfeld dieser Arbeit C-terminal verkürzte, myristoylierte, synthetische Peptide auf ihre 
inhibitorische Aktivität hin getestet worden68. Dabei zeigte sich, dass die Peptide HBVpreS/2-
39myr und HBVpreS/2-28myr eine zunehmend reduzierte, wenngleich deutlich erkennbare 
inhibitorische Aktivität besaßen. Die Peptide HBVpreS/2-18myr und HBVpreS/2-8myr waren 
dagegen inaktiv. Eine Schlussfolgerung daraus war, dass die As 19-48 notwendig für die 
Inhibitionsaktivität des HBVpreS/2-48myr-Peptids sind. Erstaunlicherweise war das 
synthetisierte Peptid HBVpreS/19-48myr mit künstlicher Myristoylierung an As 19, nicht 
aktiv. Obwohl also das HBVpreS/2-18myr-Peptid selber nicht in der Lage zu sein scheint, eine 
Infektion zu inhibieren, sind die As 2-18 notwendig für die Aktivität von HBVpreS/2-48myr. 
Deletionen im Epitop des neutralisierenden Ak Ma18/7 (20-DPAF-24) führten zwar zu einer 
reduzierten inhibitorischen Aktivität (100-fach geringer für HBVpreS/2-48myr ∆20-23 und 10-
fach geringer für HBVpreS/2-48myr ∆20-21 und HBVpreS/2-48myr ∆23-27), zerstörten diese 
jedoch nicht vollständig68.  
 
2.2.1 Sequenzanalyse mit mutierten HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteinen 
Für eine weitergehende Analyse der Sequenzvoraussetzungen für eine Infektionsinhibition, 
wurden preS-GST-Proteine mit Deletionen von fünf As innerhalb des HBVpreS/2-48-
Bereichs als HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteine hergestellt und auf ihre 
Inhibitionsaktivität getestet. Die Deletionen wurden dabei so gewählt, dass möglichst 
konservierte Bereiche innerhalb der HBVpreS-Aminosäuren 2-48 deletiert wurden (Abb. 32). 
Diese Bereiche waren zuvor durch den Vergleich der HBVpreS/2-48-Aminosäuresequenzen 
verschiedener HBV-Genotypen mit dem nahe verwandten, jedoch für Menschen nicht 
infektiösen WMHBV bestimmt worden. Pseudotypisierte HBV-Viren, die anstelle des HBV-
L-Proteins das WMHBV-L-Protein enthalten, können HepaRG-Zellen nicht infizieren32. 
Interessanterweise ist jedoch das WMHBVpreS/2-48myr-Peptid in der Lage, eine Infektion bei 
vergleichbaren Konzentrationen wie das HBV/preS2-48myr-Peptid zu inhibieren68. Trotz der 
sich bereits etablierten Wirtsspezifität zwischen HBV und WMHBV, scheint den beiden 





Im Infektionsinhibitonstest der Deletionsmutanten ∆41-45, ∆35-39, ∆29-33 und ∆23-27 
zeigte sich, dass diese noch immer eine HBV-Infektion inhibieren, allerdings mit 
unterschiedlichen spezifischen Aktivitäten (Abb. 34, Abb. 36). Bei der niedrigsten 
Konzentration von 10 nM konnte bei allen Mutanten eine geringfügige Erhöhung der HBsAg-
Werte beobachtet werden. Die Ursache dafür ist möglicherweise eher in einem Puffereffekt zu 
suchen, als in einer Verbesserung der Infizierbarkeit der Zellen durch geringe Mengen der 
Fusionsproteine. Die Proteine wurden als 10-fach konzentrierte Stammlösung zum 
Kulturmedium gegeben und waren noch in dem für die Elution verwendeten Puffer gelöst, der 
25 mM gelöstes GSH in PBS enthielt. Für den Nullwert wurde dem Medium ein 
vergleichbares Volumen PBS ohne GSH zugesetzt. Neben dem möglichen Effekt des gelösten 
GSH könnten auch geringe pH-Unterschiede zwischen dem Elutionspuffer und dem für den 
Nullwert verwendeten PBS eine Rolle bei der beobachteten Verbesserung der Infizierbarkeit 
der Zellen spielen. Bei einer höheren Konzentration der Fusionsproteine überwog jedoch der 
inhibitorische Effekt diesen Puffereffekt.  
Die Ergebnisse in Abb. 34 und Abb. 36 zeigen, dass Deletionen innerhalb von HBVpreS/2-
48 zu einem sukzessiven Verlust der Inhibitionaktivität des Fusionsproteins führen, je näher 
sie dem essentiellen Bereich der As 11-15 gelegen sind. Das Fusionsprotein mit der Deletion 
der As 11-15 konnte schließlich überhaupt nicht mehr mit einer HBV-Infektion interferieren.  
Betrachtet man die tatsächlich bei diesem Experiment eingesetzten Konzentrationen der 
ungeschnittenen Volllängeproteine, so stellt man fest, dass diese für alle mutanten 
Fusionsproteine höher als die des eingesetzten WT-Fusionsproteins sind (siehe Tab. 14, 
Appendix), insbesondere bei der Mutante ∆11-15. Hier kam zum Tragen, dass bei der 
Expression des Fusionsproteins in E. coli die mittlere Bande nicht gebildet wurde. Verglichen 
mit dem WT ergab sich eine 2,2-fach höhere Konzentration des eingesetzten 
Volllängeproteins. Dennoch war diese Mutante selbst bei der höchsten Konzentration nicht 
mehr aktiv. Somit kommt den As 11-15 eine entscheidende Rolle für die Aktivität des 
HBVpreS/2-48myr-Peptids zu. Die C-terminal gelegenen Deletionen haben einen zunehmend 
geringeren Einfluss auf die Aktivität des Fusionsproteins, je weiter sie von diesem 
essentiellen Bereich entfernt sind. Geht man davon aus, dass die As 11-15 eine wichtige 
HBVpreS1-Binderegion an einen zellulären Rezeptor darstellen, so kann vermutet werden, 
dass die C-terminal von As 15 gelegenen As diese Bindung stabilisieren oder verstärken. 
Fusionsproteine mit Deletionen in diesem Bereich würden die Bindung der essentiellen As 
vielleicht nicht unterbinden, die reduzierte Aktivität der Fusionsproteine könnte aber ein 





2.2.2 Sequenzspezifische Inhibitionsaktivität der HBVpreS-Aminosäuren 11-13 
Zunächst war nicht klar, ob die Ursache für den Aktivitätsverlust nach Deletion der As 11-15 
im Verlust spezifischer As begründet ist oder ob durch einen verkürzten N-Terminus nur eine 
mögliche Abstandhalterfunktion dieses Bereiches zerstört wird. Es wäre denkbar, dass die As 
2-15 einen C-terminal von As 15 gelegenen Bereich, der verantwortlich für die 
Inhibitionsaktivität ist, in einen geeigneten Abstand von der Membran bringen oder durch 
eine spezielle sterische Anordnung des Peptids eine Rezeptorinteraktion ermöglichen, 
während die eigentliche Aminosäure-Sequenz dabei ohne Bedeutung ist. Dem Myristoylrest 
könnte dabei sowohl eine Rolle bei einer Protein-Protein-Interaktion als auch bei der 
Verankerung in der Membran zukommen. Mit dieser Hypothese ließe sich die Beobachtung 
erklären, dass das synthetische Peptid HBVpreS/2-18myr zwar selbst keine Infektion 
inhibieren kann, dieser Bereich jedoch aufgrund der Abstandhalterfunktion für eine Inhibition 
benötigt wird, da ja das Peptid HBVpreS/19-48myr keine inhibitorische Aktivität mehr besitzt. 
Zur Klärung dieses Sachverhalts wurde das chimäre Fusionsprotein DHBVpreS/2-
15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr hergestellt. Dafür wurde die Aminosäuresequenz 2-15 des 
HBVpreS-Bereichs durch die korrespondierenden As von DHBVpreS ausgetauscht. Im 
Infektionskompetitionstest (Abb. 39) zeigte sich, dass das chimäre Fusionsprotein keinerlei 
Inhibitionsaktivität mehr besitzt. Dies unterstreicht die besondere Bedeutung der einzelnen As 
11-15 für die Aktivität des HBVpreS/2-48myr-Peptids.  
Innerhalb der As 2-15 findet sich eine Region, die zwischen allen HBV-Genotypen und 
WMHBV konserviert ist (As 9-13). Um die Bedeutung einzelner As in diesem Bereich für die 
Inhibitionsaktivität zu untersuchen, wurden die Aminosäuren-Austausche L11R, G12E, F13S 
und der Doppelaustausch F13S + F14S innerhalb des Fusionsproteins vorgenommen. Die 
Austausche wurden so gewählt, dass der überlappende Pol-Leserahmen nicht in seiner 
Kodierung für die Aminosäure-Sequenz der Polymerase verändert wird. Wie aus Abb. 41 
ersichtlich, resultierte jeder dieser Austausche im Kontext des myristoylierten GST-
Fusionsproteins in einem fast vollständigen Verlust der Inhibitionsaktivität. Während der 
Austausch L11R und G12E zwar zu einem weitgehenden, aber nicht vollständigen Verlust der 
Aktivität bei hohen Konzentrationen führte, resultierte der Austausch von F13 nach S in 
einem vollkommenen Verlust der Inhibitionsfähigkeit. Die Bedeutung der As 14 konnte in 
diesen Versuchen nicht geklärt werden, da bereits der Austausch der As 13 zum völligen 
Verlust der Inhibitionsaktivität geführt hatte. Ebenfalls unklar ist die Bedeutung der As 15. 
Die Tatsache, dass der Austausch der As 11, 12 und 13 ausreicht, HBVpreS/2-48myr zu 





belegt, wie essentiell dieses konservierte Aminosäuren-Sequenzmotiv ist. Möglicherweise 
markiert es das Zentrum einer preS-Rezeptorbinderegion und vermittelt jeweils Interaktionen 
mit wesentlichen As des Rezeptors. Da diese Region relativ hydrophob ist, wären 
Wechselwirkungen mit einer ebenfalls hydrophoben Region des Rezeptors vorstellbar. 
Denkbar wäre auch die Beteiligung bei intramolekularen Wechselwirkungen. Nicht 
auszuschließen ist aber eine Beteiligung dieser Region an anderer Stelle der Virusaufnahme, 
z.B. der Fusion der Virusmembran mit der Wirtsmembran.  
 
2.2.3 Spezifische Inhibition der HDV-Infektion durch HBVpreS/2-48XaGSTmyr 
Mit Hilfe des Hepatitis D Virus (HDV) Infektionssytem konnte innerhalb der Arbeitsgruppe 
gezeigt werden, dass HBVpreS/2-48XaGSTmyr auch die HDV-Infektion von HepaRG-Zellen 
inhibieren kann. Dieses System stellt ein sehr sensitives in vitro Modell für die Infektion von 
HBV dar und wurde erstmals von Sureau et al. zur Bestimmung von Determinanten der 
Wirtsspezifität von HBV verwendet212-214. HDV ist ein RNA-Virus, das nicht eigenständig 
replizieren kann, sondern auf die Coinfektion der Zelle mit HBV angewiesen ist. Die HDV-
RNA wird von den HBV-Oberflächenproteinen verpackt und aus der Zelle transportiert. Die 
Hülle des HDV-Partikels besteht aus den HBV-Oberflächenproteinen L, M und S, wobei das 
Mengenverhältnis dieser Proteine zueinander eher dem der SVPs als dem der Dane-Partikeln 
gleicht106. Auch scheint HDV primäre humane Hepatozyten mit höherer Effizienz zu 
infizieren9. Das HDV-Modellsystem hat den Vorteil, dass eine Infektion sehr sensitiv 
nachweisbar ist, da HDV im Zuge einer Infektion große Mengen an RNA produziert, die über 
Northern Blot oder RT-PCR quantifiziert werden kann.  
Die Inhibition der HDV-Infektion durch HBVpreS/2-48XaGSTmyr zeigte die gleiche 
Spezifität wie die von HBV: im Gegensatz zum hochaktiven HBVpreS/2-48XaGSTmyr waren 
weder die Fusionsproteine mit den Deletionen der As 11-15 oder 17-21 inhibitorisch aktiv 
noch die Fusionsproteine mit den Aminosäure-Austauschen L11R, G12E, F13S oder F13S + 
F14S (siehe49 oder abstract Engelke et al., HBV-Kongress in Heidelberg, 2005 48). Diese 
Ergebnisse zeigen, dass die Aufnahmewege von HBV und HDV zumindest den von dem 
HBVpreS/2-48myr –Peptid adressierten Schritt gemein haben.  
 
2.2.4 Inhibition einer HDV-Infektion mit synthetischen myristoylierten Peptiden 
Angesichts dieser Feststellung sind auch die Ergebnisse einer jüngst erschienenen Studie, die 





verwendete, von Bedeutung. In ihr wurden die beiden synthetischen myristoylierten Peptide 
HBVpreS/2-16myr und HBVpreS/2-20myr auf die Inhibitionsaktivität von HDV auf primären 
Hepatozyten getestet9. Während das HBVpreS/2-20myr-Peptid die HDV-Infektion fast 
vollständig inhibieren konnte, war das nur vier As kürzere HBVpreS/2-16myr-Peptid bereits 
deutlich inaktiver und inhibierte die Infektion zehnfach schlechter. Es gehören also auch die 
As 16-20 zu dem für die Inhibition essentiellen Bereich von HBVpreS1. Dies deckt sich mit 
der Beobachtung, dass die Deletion der As 17-21 ebenfalls zu einem weitgehenden Verlust 
der Inhibitionsaktivität führt (Abb. 36). Mit dem HDV-System wurden weitere synthetische 
Peptide getestet. Die Peptide HBVpreS/1-25myr, HBVpreS/2-30myr, HBVpreS/2-35myr, 
HBVpreS/2-40myr und HBVpreS/2-45myr konnten eine Infektion mit zunehmender Länge 
effektiver inhibieren. Die Ergebnisse sind daher mit den hier beschriebenen Ergebnissen im 
HBV-System in Übereinstimmung. Weiterhin wurden die N-terminal verkürzten Peptide 
HBVpreS/5-45myr und HBVpreS/10-45myr sowie die Deletionsmutante HBVpreS/2-45myr∆5-9 
getestet. Der Verlust der ersten fünf As hatte keinen Effekt auf die Inhibitionsaktivität, sodass 
man annehmen kann, dass diese As zwar für die Myristoylierung, nicht jedoch für die 
Aktivität des Peptids selbst von Bedeutung sind. Wesentlich deutlicher, wenngleich nicht 
vollständig war der Verlust der Inhibition bei Fehlen der ersten zehn Aminosäuren. 
Vergleichbar reduziert war auch die Infektionsinhibitionsaktivität des Peptids mit einer 
Deletion der As 5-9. Diese As scheinen nahe genug an dem essentiellen Bereich zu sein, um 
einen Effekt zu besitzen, sind aber nicht völlig unverzichtbar für eine Inhibitionsaktivität. Die 
Deletionsmutante ∆5-9 des HBVpreS/2-48XaGSTmyr-Fusionsproteins konnte auf HepaRG-
Zellen die Infektion nicht inhibieren, allerdings hatte eine Myristoylierung bei Fehlen dieser 
für die NMT wichtigen Erkennungssequenz nicht durch Massenspektroskopie nachgewiesen 
werden können.  
 
2.2.5 Hinweise auf einen Zweischritt-Mechanismus bei der HBV-Aufnahme in die Zelle 
Um den Mechanismus der Inhibition zu klären und die Bedeutung dieser As für die Infektion 
weiter zu bestätigen, wurden in einer weiterführenden Arbeit innerhalb der Arbeitsgruppe 
rekombinante HBV-Partikel mit den Punktmutanten L11R, G12E, F13S und F13S+F14S 
hergestellt. Dies war möglich, da sich die Mutationen im Leserahmen des L-Proteins nicht bei 
der Aminosäure-Sequenz der Polymerase auswirkten. Viren, die eine dieser Mutationen 
trugen, konnten HepaRG-Zellen nicht mehr infizieren (siehe49 oder abstract Engelke et al., 





eine produktive Infektion und zeigt, dass der in dieser Arbeit verwendete 
Infektionskompetitionstest ein valides Hilfsmittel zur Erforschung der frühen Schritte der 
Infektion ist. 
Es stellte sich nun die Frage, ob diese As für die Bindung des Virus an die Zelloberfläche 
oder für spätere, der initialen Bindung folgende Schritte von Bedeutung sind. In einer 
Bindungsanalyse an HepaRG-Zellen mit Hilfe einer quantitativen PCR zeigten die Viren 
jedoch keinerlei Unterschied im Bindungsverhalten, verglichen mit WT-Partikeln. Zudem ist 
das HBVpreS/2-48myr-Peptid nicht in der Lage, die Bindung an HepaRG-Zellen bei einer 
Konzentration von 100 nM zu inhibieren, obwohl diese Konzentration eine Infektion 
vollständig verhindert. Diese Ergebnisse geben zu der Vermutung Anlass, dass die Aufnahme 
in die Zelle über einen Zweischrittmechanismus verläuft: während der C-Terminus von 
HBVpreS1 vermutlich eine initiale Bindung an der Plasmamembran vermittelt, ist der N-
Terminus wahrscheinlich an einem der nachfolgenden Schritte beteiligt, z.B. an der Bindung 
eines bislang noch nicht identifizierten Rezeptors oder Corezeptors.    
Wie zuvor schon beschrieben, war das synthetische Peptid HBVpreS/2-18myr nicht in der 
Lage, eine Infektion zu inhibieren. Da aber auch das synthetische Peptid HBVpreS/19-48myr 
eine Infektion nicht inhibieren konnte, scheinen die As 19-48 zwar nicht direkt an der 
inhibitorischen Wirkung des Peptids beteiligt zu sein, werden jedoch für die von As 11-14 
vermittelte Inhibition benötigt. Übereinstimmend damit ist die Beobachtung, dass alle 
Deletionen, die C-terminal von As 15 liegen, die Inhibitionsaktivität des Peptids zwar nicht 
beseitigen, aber dennoch vermindern. Dabei wird dieser Effekt drastischer, je näher diese 
Deletionen an den essentiellen As 11-14 liegen. Im viralen Kontext scheint der Bereich nach 
As 15 ebenfalls unverzichtbar zu sein: die Deletionen der As 23-27 und 43-47 im HBVpreS1 
von rekombinanten Viren führten zum Verlust der Infektiosität dieser Viren110 und zerstören 
die Inhibitionsaktivität des HBVpreS/1-108(His)6-Proteins. All diese Ergebnisse lassen einen 
komplizierten Aufnahmemechanismus vermuten, der aus mindestens zwei Schritten besteht. 
Einer dieser Schritte wird von HBVpreS/2-48myr adressiert. 
Das Peptid kann in einen inhibitorisch essentiellen und einen die Inhibition verstärkenden 
Bereich unterteilt werden. Der essentielle Bereich umfasst vermutlich die As 11-21 und ist für 
die Inhibitionskompetenz des Peptids verantwortlich ist. Mit diesem interagiert das Peptid 
möglicherweise mit einer entscheidenden Stelle des Rezeptors. Der zweite Bereich, der 
wahrscheinlich die As 22-33 umfasst, unterstützt und verstärkt die inhibitorische Wirkung der 
As 11-21, möglicherweise, indem er ebenfalls an den Rezeptor bindet und die Bindung oder 





Eine solche Art der Rezeptorbindung eines viralen Proteins wurde erstmals für DHBV 
beschrieben. Man entdeckte dort einen essentiellen Rezeptorbindungsbereich und einen, der 
die Rezeptorbindung stabilisiert. Der essentielle Bereich befindet sich bei dem DHBVpreS 
allerdings eher im C-Terminus (As 86-115), während der stabilisierende Teil im N-Terminus 
liegt (As 30-86)231.  
 
2.2.6 Bedeutung der HBVpreS-Aminosäuren 18-23 für die Rezeptorbindung 
Schon vor Jahren identifizierten Neurath et al. einen Bereich (As 10-36) innerhalb von 
HBVpreS1, der die Bindung von preS an HepG2-Zellen vermitteln soll und der die As 22-33 
beinhaltet141. In weiteren Untersuchungen mit synthetischen Peptiden unterstrichen Paran et 
al. die Bedeutung des 18-QLDPAF-23-Motivs für diese Bindung. Dieses Aminosäure-
Sequenzmotiv findet sich bei vielen anderen viralen, bakteriellen und zellulären Proteinen, die 
in Zusammenhang mit Adhäsion und Bindung gebracht werden154. Mehrere Beobachtungen 
sprechen dafür, dass dieser Sequenz, neben den As 11-13 und möglicherweise As 17, 
ebenfalls eine gewisse Bedeutung bei der HBV-Rezeptorbindung zukommt. (i) Das 
Fusionsprotein HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆17-21 hatte nur bei einer hohen Konzentration 
(500 nM) noch eine geringe Inhibitionsaktivität, (ii) im HDV-System erhöhten die vier 
zusätzlichen As 17-20 des HBVpreS/2-20myr-Peptids die Inhibitionsaktivität gegenüber dem 
HBVpreS/2-16myr-Peptid signifikant9, (iii) der monoklonale Ak Ma18/7 mit seinem Epitop 
20-DPAF-23 kann eine Infektion inhibieren62, möglicherweise indem er die Rezeptorbindung 
sterisch blockiert. (iv) das synthetische Peptid, dem die letzten 3 As des Motivs fehlten 
(HBVpreS/2-48myr ∆20-PAF-23), hatte im Vergleich zum WT-Peptid eine Inhibitionsaktivität, 
die um den Faktor 100 geringer war, während eine Deletion der As 20-21 und 23-27 nur zu 
einer Verringerung der Aktivität um den Faktor 10 führte68. Widersprüchlich sind die 
Beobachtungen, dass das QLDPAF-Motiv einerseits von besonderer Bedeutung für die 
Bindung von preS1 an HepG2-Zellen sein soll (preS mit zerstörtem QLDPAF-Motiv zeigte 
keine Bindung mehr an HepG2-Zellen)154, andererseits Glebe et al. jedoch keine Bindung von 
HBVpreS/2-48myr-Peptid an HepG2-Zellen nach preS1 Immunofluoreszensfärbung 
beobachten konnten63. Für diese Versuche wurde eine Peptidkonzentration von 5 µM 
eingesetzt. Auch bei Zellen der Maus-Leberzelllinie AML-12 oder der humanen 
Tumorzelllinie HeLa gab es keinen Hinweis auf eine spezifische Bindung des Peptids. 
Lediglich bei primären Tupaia-Hepatozyten konnte eine Bindung beobachtet werden63. Diese 





Rezeptorbindung, als an einer unspezifischen Bindung auf der Zelloberfläche. Allerdings ist 
die Peptidkonzentration auch 1000-fach höher als die für eine Inhibition notwendige 
Konzentration. Möglicherweise bindet HBVpreS/2-48myr ebenfalls an HepG2-Zellen, nur in 
geringeren Mengen unterhalb des Detektionslimits.  
Die drei As 21-PAF-23 sind im Adhäsionsmotiv und in der antigenischen Determinante des 
Ma18/7 Ak enthalten. Ihr Verlust lässt die Inhibitionsaktivität des HBVpreS/2-48myr-Peptids 
deutlich sinken. Interessant ist, dass diese As zudem noch mit einer der beiden Sequenzen 
überlappen, von denen man annimmt, dass sie für die Wirtsspezifität zwischen HBV und 
WMBHV verantwortlich sind (As 21-30)32.  
 
2.2.7 Bedeutung der HBVpreS-Aminosäuren 2-48 für die unterschiedliche Wirtsspezifität von 
HBV und WMHBV 
Eine weitere Determinante für die unterschiedliche Wirtsspezifität von HBV und WMHBV 
wird in den preS-Aminosäuren 2-10 vermutet32. Eine verlockende Hypothese basiert auf der 
Annahme, dass die Wirtsspezifität sich in unterschiedlichen Affinitäten des L-Proteins zum 
HBV-Rezeptor bzw. dem WMHBV-Rezeptor wiederspiegelt. Die beiden Bereiche (As 2-10 
und As 21-30) wurden über Infektionsversuche mit pseudotypisierten HBV-Partikeln 
identifiziert. Dazu wurden rekombinante Viren mit chimärem L-Protein, bestehend aus HBV 
und WMHBVpreS Aminosäure-Sequenzen, hergestellt. Hepatitis B Viren, bei denen die 
Aminosäure-Sequenzen 1-10 oder 21-30 innerhalb von HBVpreS1 durch korrespondierende 
WMHBV-Sequenzen ausgetauscht wurden, konnten PHHs nicht mehr infizieren. Auch Viren, 
die anstelle des HBV-L-Protein ein WMHBV-L-Protein enthielten, waren nicht infektiös für 
PHHs. Tauschte man die As 1-10 oder 21-30 wieder durch die HBV-Sequenzen aus, so 
konnten diese chimären Viren PHHs wieder infizieren32. Problematisch bei dieser Studie war, 
dass die Effizienz der Myristoylierung nicht kontrolliert wurde. Es ist denkbar, dass die 
chimären HBV-Viren nach Austausch durch die WMHBV-Sequenzen nicht mehr mit der 
gleichen Effizienz myristoyliert werden. Die beiden Regionen, in denen die HBV-Sequenz 
durch die WMHBV-Aminosäuren ersetzt wurde, liegen in einem Bereich, der für die 
Myristoylierung von Bedeutung ist. Dieser Austausch könnte bei der Virenproduktion in 
humanen Zellen zu einer unvollständigen Mristoylierung führen, was einen Verlust der 
Infektiosität zur Folge hätte. Die identifizierten Regionen wären also gar nicht für die 
Wirtsspezifität verantwortlich, sondern markierten nur die notwendige Sequenzvoraussetzung 





WMHBV spricht eher dafür, dass sequenzspezifische Unterschiede und nicht die Effizienz 
der Myristoylierung für die unterschiedliche Wirtsspezifität von HBV und WMHBV 
verantwortlich sind (Abb. 37). Der Sequenzvergleich zeigt, dass viele As innerhalb der 
Aminosäure-Sequenz 1-10 (nämlich As 3, 5, 7 und 8) sowie die As innerhalb der 
Aminosäure-Sequenz 21-30 (vor allem As 24 sowie die As 27-30) im Vergleich zum Rest der 
HBVpreS/2-48-Sequenz sehr variabel und wenig konserviert sind. Unterschiede in der 
Aminosäure-Sequenz muss man jedoch für einen Bereich annehmen, der für eine 
unterschiedliche Wirtsspezifität verantwortlich sein soll. Die Abweichungen in der 
Aminosäure-Sequenz führen vermutlich dazu, dass diese Bereiche von HBV oder WMHBV 
nicht mehr so effizient an den jeweils anderen Rezeptor binden können. Eine Folge davon 
könnte sein, dass die Bindung der essentiellen und inhibitorisch wirksamen As 11-14, die ja 
hoch konserviert zwischen HBV und WMHBV sind, nicht stark genug für die Bindung an den 
Rezeptor ist. Im Fall des chimären L-Proteins kann die restliche Sequenz die Bindung an den 
Rezeptor möglicherweise nicht ausreichend stabilisieren.  
Betrachtet man jedoch neueste Erkenntnisse über die Wirtsspezifität von DHBV im 
Unterschied zu HHBV, so kommen Zweifel auf, ob die Wirtsspezifität über eine einfache 
Bindungsaffinität zu einem Rezeptor erklärt werden kann. Im Enten-System wurde ebenfalls 
eine kurze Region identifiziert, die man für die Wirtsspezifität zwischen DHBV und HHBV 
verantwortlich macht (As 22-37)92 (persönliche Mitteilung von Ishikawa). Die Ergebnisse von 
Lin et al. lassen jedoch einen kooperativen Mechanismus zwischen As 1-21 und 22-37 
vermuten. Dieser „Crosstalk“ zwischen den beiden Regionen scheint durch die 
Myristoylierung moduliert zu werden. Der eigentliche wirtsdiskriminierende Schritt könnte 
möglicherweise auch nach einem frühen Aufnahmeereignis erfolgen, da das HHBV zwar in 
den Hepatozyten gelangen kann, jedoch keine cccDNA gebildet wird (siehe abstract von Lin 
et al., HBV-Kongress in Heidelberg, 2005 113). Auch bei HBV könnte solch ein kooperativer 
Mechanismus zwischen As 1-10 und 21-30 vorliegen, der von der Myristoylierung moduliert 
wird.  
Mit Hilfe des HDV-Infektionssystem wurden ebenfalls Studien zur Wirtsspezifität mit 
HBV/WMHBV chimärem L-Protein durchgeführt8. Dafür wurden HBV-HDV und WMHBV-
HDV-Partikel hergestellt, wobei sich die Hülle bei WMHBV-HDV-Partikel aus einem 
WMHBV L-Protein und HBV-S-Proteinen zusammensetzte9. Zudem wurden HDV-Partikel 
hergestellt, die anstelle des normalen HBV-L-Proteins chimäre L-Proteine trugen. Hierfür 
wurden die ersten 40 N-terminalen As durch die korrespondierende Sequenz des jeweils 





WMHBV-HDV-Partikel für primäre humane Hepatozyten infektiös, wenngleich letztere mit 
geringerer Effizienz als erstere. Die Effizienz konnte auch nicht dadurch gesteigert werden, 
dass die ersten 40 As wieder durch die korrespondierende HBV-Sequenz ausgetauscht 
wurden. Dramatisch verringert wurde die Effizienz der HBV-HDV-Infektion durch einen 
Austausch der ersten 40 HBV-Aminosäuren mit den WMHBV-Aminosäuren. Basierend auf 
der Annahme, dass die Wirtsspezifität durch die Bildung einer hochaffinen Rezeptorbindung 
bestimmt wird, war die Schlussfolgerung der Gruppe aus diesen Ergebnissen, dass die ersten 
40 As zwar notwendig für die Wirtsspezifität sind, jedoch nicht ausreichen, sie zu erklären. 
Die Vermutung war, dass außer dieser Region noch ein anderer Bereich für die 
wirtsspezifische Rezeptorbindung notwendig ist. Bestätigt wurde dies durch 
Infektionsversuche mit den chimären HDV-Partikeln und primären Hepatozyten von 
Klammeräffchen (spider monkeys). In Bezug auf die Spezieszugehörigkeit stellen 
Klammeräffchen einen systematischen Sprung, sowohl für HBV als auch für WMHBV dar. 
Die primären Hepatozyten der Klammeräffchen können nicht von HBV und nur in geringem 
Maße von WMHBV infiziert werden. Erstaunlicherweise führt jedoch der Austausch der 
ersten 40 WMHBV As durch die HBV-Sequenz zu einer erhöhten Effizienz der Infektion. 
Zusammengenommen wurden die Ergebnisse dahingehend interpretiert, dass für die 
Wirtsspezifität zwei Bereiche verantwortlich sind: der eine bestimmt durch Aminosäuren 
innerhalb der Aminosäure-Sequenz 1-40, der andere durch C-terminal von Position 40 
gelegene As. Das chimäre HDV vereint die für eine Infektion von primären Klammeräffchen-
Hepatozyten günstigsten Bereiche des L-Proteins, den HBV-N-Terminus (bis As 40) und den 
C-Terminus von WMHBV. Die beiden Bereiche sprechen möglicherweise verschiedene 
Regionen des Klammeräffchenrezeptors an. Die Effizienz, mit welcher der Rezeptor der 
Klammeräffchen-Hepatozyten das chimäre Virus bindet, könnte auf einem Polymorphismus 
des Rezeptors beruhen.  
Dass die Wirtsspezifität nicht allein über eine Rezeptorinteraktion mit dem N-terminalen 
Bereich von preS vermittelt wird, zeigte ein weiteres Experiment: das synthetische 
WMHBVpreS/2-48myr wurde auf seine Fähigkeit hin getestet, die Infektion von HepaRG zu 
inhibieren. Es zeigte sich, dass es die Infektion vergleichbar effektiv wie das HBV-Peptid 
inhibieren konnte68. Im Gegensatz dazu konnte allerdings im HDV-System keine signifikante 
Inhibition mit dem etwas kürzeren WMHBVpreS/2-35myr festgestellt werden9.  
Im Tupaia-System konnte eine weitere interessante Beobachtung gemacht werden: während 
das kurze Peptid 2-18myr die Infektion von HepaRG-Zellen mit HBV nicht inhibieren konnte, 





die Inhibition nicht; ihnen scheint hier keine weitere Bedeutung zuzukommen. Erst die As 29-
48 tragen zu einer weiteren Verbesserung der Infektionsinhibition des Peptids bei63. Diese 
Abweichungen im Vergleich zum Infektionsinhibitionstest mit HepRG-Zellen, lassen auf 
Unterschiede des adressierten Tupaia-Rezeptormoleküls im Vergleich zum humanen Rezeptor 
schließen. Möglicherweise besitzt der bei Tupaia-Hepatozyten genutzte Rezeptor eine höhere 
Affinität zu den HBVpreS1-Aminosäuren 2-18, wodurch eine niedrigere Affinität bzw. eine 
geringere Stabilisierung der Bindung durch die As 19-28 kompensiert werden kann. Der 
Rezeptorbereich, der mit den As 29-48 interagiert, scheint vergleichbar zum humanen 
Rezeptor zu sein. Da für die Infektionkompetition von primären Tupaia-Hepatozyten die 
inhibitorische Konzentration der Peptide sogar noch geringer ist, kann man von einer 
größeren Affinität des Tupaiarezeptors zum HBVpreS/2-48myr-Peptid ausgehen, das 
spezifisch an der Oberfläche von Tupaia-Hepatzoyten gebunden wird63. 
 
2.2.8 Fazit 
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten in Übereinstimmung mit den Ergebnissen anderer 
Gruppen, auf einen Bindungsmechanismus mit mindestens zwei Schritten hin. Während 
Barrera et al. vermuten, dass der initiale Bindungsschritt durch die ersten 40 As vermittelt 
wird, deuten die Ergebnisse dieser Arbeit, zusammen mit weiterführenden Arbeiten innerhalb 
der Arbeitsgruppe eher darauf hin, dass die Bindung zunächst vom C-terminalen preS-Teil 
vermittelt wird und dann eine weitere Rezeptorinteraktion mit dem N-terminalen Bereich 
erfolgt, der auch von dem HBVpreS/2-48myr-Peptid adressiert wird. Dabei kommt dem 
Bereich der As 11-21 eine entscheidende Rolle zu, wahrscheinlich bei der Bindung zu einem 
Rezeptor. Die folgenden As 22-33 stabilisieren diese Interaktion sukzessiv. 
 
2.3 Herstellung, Myristoylierung und Bestimmung der Infektionsinhibitionskompetenz 
des WHVpreS/2-87XaGSTmyr-Fusionsproteins  
 
Wie bereits erwähnt, spiegelte sich die Wirtsspezifität nicht generell in der Inhibitionsaktivität 
von N-terminalen myristoylierten Peptiden wieder, obwohl sie Teile der Sequenzen 
enthielten, von denen man vermutete, dass sie ursächlich an der Wirtsspezifität beteiligt sind 
(z.B. preS As 2-10 und As 21-30 bei HBV und WMHBV). Beispielsweise konnte das Heron 
Peptid (HHBVpreS/2-41myr) eine DHBV-Infektion von PDHs genauso effizient inhibieren 





Avihepadnaviren und Othohepadnaviren zu sein. Das HBVpreS/2-48myr konnte eine Infektion 
von PDHs mit DHBV ebenso wenig inhibieren229 wie DHBVpreS/2-41myr eine HBV-
Infektion von HepaRG-Zellen68. Ähnliches wurde auch innerhalb der Gruppe der 
Orthohepadnaviren beobachtet. Obwohl das WMHBV nur noch für andere, nah verwandte 
Neuweltaffen wie dem Klammeräffchen infektiös ist, und das HBV nur noch für andere nah 
verwandte Altweltaffen wie Schimpanse, Gorilla oder Orang-Utan, konnte das synthetische 
Peptid WMHBVpreS/2-48myr die Infektion von HepaRG-Zellen mit HBV inhibieren68. 
Erstaunlicherweise konnte die Effizienz der Infektion von primären Klammeräffchen-
Hepatozyten mit WMHBV dadurch erhöht werden, dass die ersten 40 As durch die 
korrespondierenden HBV-Aminosäuren ausgetauscht wurden8. Die Interpretation dieses 
Ergebnisses war, dass die Interaktion dieser 40 HBV-Aminosäuren mit dem Rezeptor auf den 
Klammeräffchen-Hepatozyten besser ist, als die der korrespondierenden WMHBV-
Aminosäuren. Es war daher interessant zu untersuchen, ob die N-terminale preS-Region eines 
phylogenetisch weiter entfernten Orthohepadnavirus der Säugetiere, nämlich dem WHV, eine 
HBV-Infektion ebenfalls inhibieren kann. Die preS1-Region von WHV ist um 30 As länger 
als die entsprechende HBVpreS1-Domäne. Bislang ist nicht bekannt, ob die preS-Domäne 
wie bei anderen Hepandaviren tatsächlich myristoyliert wird. Um dies zu testen, wurde 
aufgrund eines Sequenzvergleichs die WHVpreS/1-87-Region, die etwa der HBVpreS/1-48-
Region entspricht, als XaGST-Fusionsprotein in dem bereits etablierten Expressions- und 
Myristoylierungssystem exprimiert (Abb. 42). Unklar ist, warum das Protein nur in geringen 
Mengen exprimiert werden konnte. Da keine Antikörper zur Detektion von WHVpreS zur 
Verfügung standen, konnte die entsprechende Bande des Fusionsproteins nur anhand der 
Größe zugeordnet werden. Dennoch wurde in dieser Arbeit erstmals die Myristoylierung der 
preS-Domäne durch die Identifizierung des WHVpreS/2-35myr-Fragments in der 
massenspektroskopischen Analyse von Faktor Xa verdautem WHVpreS/2-35XaGSTmyr-
Fusionsprotein gezeigt. Bei der Untersuchung der Inhibitionsfähigkeit des Fusionsproteins 
konnte selbst bei einer effektiven Konzentration von 1294 nM, dem 6-fachen der höchsten 
effektiven Konzentration, in der HBVpreS/2-48XaGSTmyr verwendet wurde, keine 
signifikante Reduktion der Infektion beobachtet werden. Dies stimmt mit den Erwartungen 
überein, da sich kaum Sequenzhomologien zwischen HBVpreS und WHVpreS finden (Abb. 
42, A). Das Rezeptormolekül für HBV scheint sich also deutlicher von dem WHV-Rezeptor 







2.4 Medizinische Relevanz des rekombinant hergestellten HBVpreS/2-48myr-Peptids 
 
HBV ist eine der Hauptursachen für ein hepatozelluläres Karzinom, das in vielen Fällen eine 
Lebertransplantation erforderlich macht. Um das transplantierte Gewebe vor einer sofortigen 
Neuinfektion zu schützen, besteht ein dringender Bedarf an Wirkstoffen, die eine Aufnahme 
des Virus in den Hepatozyten verhindern. Bislang werden Patienten für diesen Zweck mit 
HBsAg-spezifischen Antikörpern in hohen Titern (HBIG) passiv immunisiert, oftmals in 
Kombination mit einer aktiven Immunisierung und der Verabreichung des 
Nucleosidanalogons Lamivudine. Diese Therapie wird auch als Schutz vor einer Infektion 
nach direktem Kontakt mit HBV oder aber als Infektionsprophylaxe von Neugeborenen HBV 
positiver Mütter, nach percutanärem oder mucosärem Kontakt mit HBsAg positivem Blut 
eingesetzt. Auch nach sexuellem Kontakt mit HBsAg positiven Personen wird sie 
angewandt123. Allerdings ist eine solche Therapie mit hohen Kosten verbunden. 
Myristoylierte Peptide könnten einen neuen, effizienten und billig herzustellenden Wirkstoff 
darstellen, der eine Reinfektion verhindern kann, indem er mit den frühen Schritten der 
Infektion interferiert. Erste Tierversuche, in denen die schützende Wirkung des Peptids 
getestet wurde, verliefen viel versprechend. So genannte uPa/RAG-2 Mäuse, in denen Tupaia-
Hepatozyten angesiedelt wurden (siehe Einleitung 1.2.1, Maus-System), konnten erfolgreich 
durch Verabreichung von synthetischem HBVpreS/2-48steroyl-Peptid vor einer HBV-Infektion 
geschützt werden (persönliche Mitteilung von S. Urban). Von großer Relevanz könnte 
möglicherweise die Verwendung des HBVpreS/2-48myr-Peptids als Wirkstoff in einer 
Kombinationstherapie chronisch Infizierter sein. Derzeit schätzt man die Zahl chronisch 
Infizierter auf ca. 400 Millionen Menschen. Sollte sich HBVpreS/2-48myr als ein effektiver 
Inhibitor der Aufnahme von HBV in den Hepatozyten erweisen, so könnte eine 
Kombinationtherapie mit Interferon bei chronisch Infizierten dazu führen, HBV vollständig 
aus der Leber zu eliminieren. Dies gelingt mit keiner der derzeit verwendeten Therapien. 
Interferon führt zu einem vom Immunsystem induzierten Zelltod von HBV infizierten 
Hepatozyten. Die Leber könnte sich möglicherweise vollständig regenerieren und eine 
Reinfektion der regenerierten Hepatozyten durch HBVpreS/2-48myr geblockt werden.  
Problematisch beim Einsatz von Inhibitoren der Virusinfektion ist die Entstehung von 
resistenten Viren aufgrund des ausgeübten Selektionsdrucks. Sollte jedoch das Peptid mit der 
Bindung des Virus an einen spezifischen Rezeptor interferieren und diese von der Integrität 
der hochkonservierten As 11, 12 und 13 abhängen, könnte es durchaus sein, dass bei dieser 





möglich ist. Weitere Untersuchungen zur Entstehung von HBVpreS/2-48myr resistenten 
Virusvarianten sind notwendig, da diese zu einem besseren Verständnis des 
Inhibitionsmechanismus führen und Chancen wie Limitationen des Peptids als anti-HBV-
Wirkstoff aufzeigen könnten.  
Um die in dieser Arbeit etablierte einfache und schnelle Herstellung und Myristoylierung des 
rekombinanten HBVpreS/2-48myr-Peptids hinsichtlich einer großtechnischen Herstellung 
interessant zu machen, bedarf es einer weiteren Optimierung der Methode. So müsste zum 
einen die Gelfiltration-Abtrennung der N-terminal verkürzten Varianten verbessert werden, 
geeignete Salzkonzentrationen für das Lösen der NMT/Peptid-Bindung gefunden werden und 
eventuell eine spezifischere Proteaseschnittstelle verwendet werden, sollte sich die 
Abtrennung des GST-Proteins von HBVpreS/2-48myr in vivo als sinnvoll erweisen. Eine 
erhöhte Verweildauer des Peptids im Organismus und einer Verlangsamung der Degradation 
durch metabolische Enzyme könnte möglicherweise durch die Modifikation des Peptids mit 
PEG, einer sogenannte PEGylierung, erreicht werden (Übersicht über PEGylierung siehe233).   
Für die Impfung gegen HBV wird in den meisten Fällen noch immer das rekombinant 
hergestellte SHBsAg verwendet. Mittlerweile sind jedoch bereits so genannte „escape“ 
Mutanten bekannt geworden, die dem Immunsystem trotz einer SHBsAg-Vaccinierung 
entgehen und eine Infektion etablieren können241. Die Erkenntnisse dieser Arbeit lassen es 
sinnvoll erscheinen, anstatt des SHBsAg auch die preS1-Region für eine Immunisierung zu 
verwenden. Zum einen macht die Konserviertheit der absolut notwendigen As 11-14 das 
Entstehen von „escape“ Mutationen in dieser für die Infektion so essentiellen Region 
unwahrscheinlich. Zum anderen sind bereits zwei neutralisierende Antikörper gegen preS1 
bekannt, die ihr Epitop in der Nähe dieses Bereichs besitzen. Schon vor Jahren wurde nach 
der Veröffentlichung der Daten von Neurath et al. bereits ein HBV-Impfstoff in Europa 
lizenziert, der die preS1-Region beinhaltet243. Leider ist dieser sowie ein weiterer, das 
Volllänge-preS1 enthaltender Impfstoff197, nicht ohne weiteres mehr erhältlich. 
 
2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse und ihre Bedeutung für das Verständnis der 
frühen Schritte der HBV-Infektion 
 
Lange Zeit wurde die Erforschung der frühen Schritte der HBV-Infektion durch das Fehlen 
eines geeigneten in vitro Infektionssystemes limitiert. Zwar ließen sich PHHs mit HBV 





ermöglicht es, Fragen zum Aufnahmemechanismus von HBV in den Hepatozyten gezielt zu 
adressieren. Nachdem schon aus früheren Studien bekannt war, dass die preS-Region, 
insbesondere die As 3-77, eine grundlegende Rolle für die HBV-Infektion von Hepatozyten 
spielt110, konnte auf der Grundlage der HepaRG-Zelllinie ein Infektionsinhibitionstest 
etabliert werden, mit dessen Hilfe die Bedeutung der einzelnen HBVpreS1-Bereiche für die 
Infektion durch systematischen Mutationsanalysen aufgeklärt werden kann. Neuerdings steht 
für solche Studien auch noch das Tupaia-System zur Verfügung. Primäre Tupaia-Hepatozyten 
können mit HBV in Abwesenheit von PEG infiziert werden. Da ihre Infektion spezifisch ist 
und mit HBVpreS/2-48myr sowie mit Ak, die gegen preS1 und S gerichtet sind, inhibiert 
werden kann, scheinen Tupaia-Hepatozyten, abgesehen von kleineren Unterschieden, einen 
authentischen HBV-Aufnahmeapparat zu besitzen62,63.  
Kompetitionsversuche mit synthetischen myristoylierten Peptiden und HepaRG-Zellen 
führten zur Identifizierung des HBVpreS/2-48myr-Peptids, einem hocheffizienten Inhibitor der 
HBV-Infektion. Die Aktivität dieses Peptids konnte sowohl für die Infektion von humanen 
primären Hepatozyten als auch für HepaRG-Zellen sowie für primäre Tupaia-Hepatozyten 
demonstriert werden63,68. Neueste Versuchsergebnisse deuten darauf hin, dass dieses Peptid 
eine Infektion auch in vivo inhibieren kann (pers. Mitteilung S. Urban). Schon die 
Präinkubation von HepaRG und Tupaia-Hepatozyten mit dem Peptid führte zu einer 
Inhibition der Infektion. Dies weist darauf hin, dass dieses Peptid einen bislang unbekannten 
zellulären Rezeptor adressiert und nicht direkt mit dem Virus interagiert.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte der für die Infektionsinhibition verantwortliche Bereich 
innerhalb des HBVpreS/2-48myr-Peptids, welcher eine Reihe von hochkonservierten As 
umfasst, mit Hilfe von rekombinanten myristoylierten HBVpreS/2-48XaGSTmyr-
Fusionsproteinen identifiziert werden. Es zeigte sich, dass die As 11-21 den essentiellen 
Bindungsbereich für den adressierten Rezeptor darstellen (Abb. 34, Abb. 36). Von 
besonderer Bedeutung sind dabei die As 11-13. Punktmutationen, der Austausch jeweils einer 
dieser As (L11R, G12E, F13S und F13S + F14S) führten zu einem Verlust der inhibitorischen 
Aktivität (Abb. 41). Versuche mit rekombinant hergestellten nichtmyristoylierten und N-
terminal verkürzten HBVpreS1-Proteinen (z.B. HBVpreS/49-108(His)6) zeigten, dass der C-
Terminus mit den HBVpreS1-Aminosäuren 49-108 selbst nicht in der Lage ist, eine Infektion 
bei einer Konzentration von 8,9 µM zu inhibieren (Abb. 20).  
Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurden weiterführende Experimente innerhalb der 
Arbeitsgruppe durchgeführt, die ein differenzierteres Verständnis des HBV-





des HBVpreS/2-48myr-Peptids verantwortlichen Bereichs im Kontext einer Infektion zu 
untersuchen, wurden rekombinante Viren hergestellt, die die Mutationen L11R, G12E, F13S 
und F13S + F14S im L-Protein trugen. Diese Mutationen waren dabei so gewählt worden, 
dass sie nicht zu einer Mutation der Polymerase führten. Viren, die diese Punktmutationen 
enthielten, konnten HepaRG-Zellen nicht mehr infizieren (siehe49 oder abstract Engelke et al., 
HBV-Kongress in Heidelberg, 200548). Dies war umso erstaunlicher, da sich das 
Bindungsverhalten der mutanten Viren an HepaRG-Zellen im Vergleich zum WT-Virus nicht 
unterschied. Auch nach der Vorinkubation der HepaRG-Zellen mit HBVpreS/2-48myr und der 
Infektion in Gegenwart des Peptids in einer Konzentration von 100 nM, konnte die Bindung 
des WT-Virus an die Zelle nicht signifikant inhibiert werden, obwohl diese 
Peptidkonzentration ausreicht, eine Infektion vollständig zu inhibieren. (siehe abstract von 
Schulze et al., HBV-Kongress in Heidelberg, 2005 193).  
Scheinbar führen die Mutationen L11R, G12E, F13S und F13S + F14S nicht zu einem Defekt 
der initialen Bindung des Virus an die Zelloberfläche, sondern interferieren eher mit einer 
spezifischen Rezeptorinteraktion, die diesem Schritt folgt. Um die zellulären Moleküle zu 
identifizieren, die für die primäre Bindung an die Zelle verantwortlich sind, wurde der 
Einfluss von löslichen Glycosaminoglycanen (GAGs) auf die Bindung und die Aufnahme von 
HBV in HepaRG-Zellen untersucht. Tatsächlich zeigte sich, dass Heparin und Suramin, nicht 
jedoch niedriger sulfonierte GAGs mit der HBV-Bindung interferieren und eine Infektion 
verhindern können. Das enzymatische Entfernen der GAGs hatte einen vergleichbaren Effekt 
(siehe abstract von Schulze et al., HBV-Kongress in Heidelberg, 2005 193). Zudem konnten 
Dane-Partikel, die im Vergleich zu SVPs einen hohen L/preS1-Anteil in ihrer Hülle besitzen, 
aus HepG2.2.5 Überständen über Heparinsepharose aufgereinigt werden, während SVPs, die 
nur einen geringen L-Anteil aufweisen, sich weiterhin im Durchfluss befanden. Dies deckt 
sich mit der Beobachtung, dass rekombinant hergestelltes SHBs nicht an Tupaia-Hepatozyten 
binden kann63. In einer biochemischen Bindungsanalyse wurden sowohl die 
Deletionsmutanten als auch die N-terminal verkürzten Varianten der rekombinanten 
HBVpreS1(His)6-Proteine aus Abschnitt 4.1 auf ihre Bindefähigkeit mit Heparin getestet. Die 
Versuche ergaben, dass der C-terminale Bereich von preS für die Interaktion mit Heparin 
verantwortlich ist (siehe abstract von Schulze et al., HBV-Kongress in Heidelberg, 2005 193). 
Die Bindungsanalyse von HBV-Partikel an verschiedene Zelltypen zeigte, dass Virionen nicht 
nur an HepaRG-Zellen binden, sondern auch an HepG2-Zellen oder HeLa-Zellen (persönliche 
Mitteilung von S. Schmidt). PEG verstärkte dabei die Bindung an die Zellen signifikant. 





an CHO-Zellen beobachtet werden, die wegen eines Gendefekts der Xylosyltransferase keine 
GAGs auf der Zelloberfläche exponieren244. Dies bestärkt die Annahme, dass die initiale 
Bindung von HBV über GAGs vermittelt wird. Die Verbesserung, die PEG bei einer in vitro 
HBV-Infektion bewirkt, könnte darauf beruhen, dass es die initiale Bindung des Virus an die 
Zelle fördert, möglicherweise indem es die GAGs leichter für das Virus zugängig macht oder 
aber die Bindung zu diesen verstärkt.   
Auf der Grundlage, dass HBVpreS1-Punktmutanten zum Verlust der Inhibitionsaktivität des 
HBVpreS/2-48-Peptids und der Infektiosität von HBV bei normaler Bindungsfähigkeit an die 
Zelle führt sowie die Entdeckung, dass HBV initial mit dem C-Terminus an GAGs bindet, 
sollen folgende Modellvorstellunge der frühen Schritte der HBV-Infektion skizziert werden 
(Abb. 62). Die Infektion verläuft wahrscheinlich über einen Zweischrittmechanismus. Die 
Dane-Partikel binden selektiv und preS1-abhängig an die Zelloberfläche, während subviralen 
Partikel nicht binden. Die SVPs dienen vermutlich dazu, die Reaktion des Immunsystems 
abzumildern, indem sie Ak abfangen, die gegen die a-Determinante des S-Proteins gerichtet 
sind. Es konnte gezeigt werden, dass diese Ak eine Infektion inhibieren62.     
Aufgrund der Heparin-Infektionskompetitionsversuche und der Bindungsfähigkeit von Dane-
Partikeln an verschiedene Zelllinien kann man annehmen, dass die initiale Bindung an den 
Hepatozyten wahrscheinlich über die Bindung des C-terminalen preS1-Teils an die GAGs 
verläuft. Möglicherweise bindet das Dane-Partikel über mehrere preS-Bindestellen, sodass 
sich die einzelnen, vermutlich schwachen Interaktionen zu einer ausreichend stabilen Bindung 
des Virions an die Zelloberfläche addieren. Dass die initiale Bindung über den zellulären 
Rezeptor erfolgt, der von dem inhibitorischen Peptid adressiert wird, scheint 
unwahrscheinlich, da Viren mit den Austauschmutationen der für die Inhibitionsaktivität von 
HBVpreS/2-48myr essentiellen As zwar noch an die Zelloberfläche binden, aber nicht mehr 
infektiös sind.  
Bislang ist unklar, ob die Myristoylierung von preS schon bei der initialen Bindung des Virus 
an die Zelle eine Rolle spielt. Es wäre denkbar, dass eine Verankerung des Virions über den 
Myristoylrest zum einen die GAG vermittelte Bindung des Virions an die Zelloberfläche 
verstärkt und zum anderen, dass der Myristoylrest das Virion an bestimmte 
Membranmikrodomänen (zB. lipid rafts) adressiert (Abb. 62 A, Schritt 1 und 2). Die 







Abb. 62: Unterschiedliche Modellvorstellungen der frühen Schritte einer HBV-Infektion. In (A) ist die 
Möglichkeit dargestellt, dass das Virion nach seiner initialen Bindung an GAGs aufgrund der preS-
Myristoylierung zu einer Membranmikrodomäne (blau) rekrutiert wird oder aber per Diffusion zu dem Ort der 
Endozytose (blau) gelangt. Nach erfolgter Endozytose wird der Rezeptor in das Vesikel rekrutiert. An diesen 
bindet das Virion, vermittelt von den As 11-21. Dann erfolgt die Fusion der Membranen und die 
Capsidfreisetzung. (B) zeigt die Möglichkeit, dass das Virion den Rezeptor schon auf der Zelloberfläche trifft. 
Infolge der Rezeptorinteraktion wird das Virion endozytiert. Im Vesikel werden eventuell Cofaktoren für die 
Membranfusion rekrutiert (z.B. Proteasen) oder das für die Fusion notwendige Milieu hergestellt. (C) illustriert 
die Möglichkeit, dass nach einem Treffen des Virions mit dem Rezeptor auf der Plasmamembran, die 





Die Verankerung des Virions in der Membran könnte aber auch nur eine Diffusion auf der 
Zellmembran ermöglichen, die dann zu einem Zusammentreffen des Virions mit dem 
Plasmamembranständigen Rezeptor führt. Genauso vorstellbar ist jedoch, dass der 
Myristoylrest direkt an der Rezeptorinteraktion beteiligt ist. Prinzipiell ist unklar, ob das 
Zusammentreffen mit dem zellulären Rezeptor noch auf der Zelloberfläche erfolgt (Abb. 62, 
B und C, Schritt 2) oder aber das Virion zunächst endozytiert wird und der Rezeptor, wie im 
Modell A dargestellt, erst dann zum Vesikel rekrutiert wird. Die Tatsache, dass eine 
Präinkubation der Zellen mit dem Peptid für nur 15 min ausreicht, eine Infektion zu 
inhibieren, könnte dahingehend interpretiert werden, dass das Peptid schon auf der 
Zelloberfläche an den Rezeptor bindet. Eine andere Erklärung wäre, dass der Myristoylrest 
das Peptid an der Zelloberfläche verankert und es dann zufällig mit endozytiert wird und seine 
Wirkung innerhalb des Vesikels entfaltet, nachdem der Rezeptor in dieses Vesikel rekrutiert 
wurde. Möglicherweise wird das Peptid aber auch spezifisch über den Myristoylrest zu 
Domänen in der Plasmamembran rekrutiert, die dann endozytiert werden. Diese Hypothese 
würde erklären, warum das nichtmyristoylierte Peptid im Vergleich zum myristoylierten 
Peptid im Infektionskompetitionstest erst in sehr hohen Konzentrationen wirksam ist. Das 
nichtmyristoylierte Peptid wäre nicht in der Membran verankert und könnte daher nur durch 
Endozytose von Medium, in dem das Peptid frei diffundiert, in das Vesikel gelangen. Eine 
andere Erklärung für die unterschiedlichen inhibitorischen Konzentrationen von 
myristoylierten und nichtmyristoylierten Peptid, könnte sein, dass der Myristoylrest direkt an 
der Bindung zum Rezeptor beteiligt ist. Bei einem Fehlen der Myristoylierung ist die Bindung 
zum Rezeptor möglicherweise so schwach, dass für eine Inhibition der Infektion hohe 
Konzentrationen notwendig sind. Wahrscheinlicher erscheint eine Insertion mit dem 
Myristoylrest des Peptids auf der Zelloberfläche, da das Peptid ansonsten bei den in vitro 
Versuchen mit dem Medium in die Vesikel endozytiert würde. Gegen die Präsenz eines von 
den Peptiden adressierten Rezeptors auf der Zelloberfläche sprechen die Ergebnisse in 
Abschnitt E 3.2. Bei dem Versuch, einen plasmamembranständigen Rezeptor nach der 
Bindung des Peptids an HepaRG-Zellen über eine photoinduzierte Quervernetzungsreaktion 
zu biotinylieren, konnte kein spezifisch markiertes Protein identifiziert werden (Abb. 49). 
Sollte es bereits auf der Zelloberfläche zur Bindung mit dem Rezeptor kommen, so gibt es 
zwei Möglichkeiten: (i) das Virion wird zusammen mit dem Rezeptor endozytiert (Abb. 62, 
B, Schritt 3) oder (ii) die Membran der Virushülle fusioniert direkt mit der Plasmamembran 
(Abb. 62, C, Schritt 3). Folgende Beobachtung spricht für das Endozytieren des Virions, 





Lipidfarbstoff Vybrant gefärbt wurde, zeigten, dass die markierten Virionen auch innerhalb 
der Zelle zu finden sind (persönliche Mitteilung von K. Mills). Bei einer Fusion an der 
Plasmamembran würde die Färbung bei diesem Schritt bereits verloren gehen und wäre 
innerhalb der Zelle nicht mehr beobachtbar. Bislang ist nicht bekannt, wie die Fusion der 
Virushüllmembran mit der zellulären Membran erfolgt. Es konnte aber durch 
Sequenzvergleiche des HBV-L-Proteines mit den Fusionspeptiden anderer Viren ein 
hydrophober Bereich aus 23 As im N-Terminus des S-Proteins identifiziert werden181. Ein 
synthetisches Peptid, bestehend aus diesen 23 As ist in der Lage, die Fusion von künstlichen 
Lipidvesikeln zu vermitteln182,183. Lu et al. konnten zeigen, dass eine Behandlung von HBV 
mit V8-Protease zu eine Spaltung in unmittelbarer Nachbarschaft dieser Fusionspetidsequenz 
führt117. Nimmt man an, dass für die Fusion der Virusmembran tatsächlich eine proteolytische 
Spaltung eines HBV-Oberflächenproteins notwendig ist, so müsste dies in einem Vesikel 
erfolgen, in das die entsprechende Protease rekrutiert wird. (Abb. 62 B, Schritt 4). Würde die 
Membranfusion an der Plasmamembran erfolgen, müsste man erwarten, dass die Bindung an 
den Rezeptor die Konformationsänderung des L-Proteins aus einem metastabilen Zustand 
heraus zur Folge hat. Diese Konformationänderung würde dann eine Membranfusion 
bewirken. Zwar wurde solch ein metastabiler Zustand für das DHBV-L-Protein postuliert67, 
beim HBV-L-Protein gibt es darauf bislang aber keinerlei Hinweise.  
Der Versuch, alle bisherigen Beobachtungen mit dem Modell einer initialen Bindung von 
HBV zunächst an GAGs und anschließend an einen weiteren zellulären Rezeptor zu erklären, 
macht es notwendig, einen komplexen Rezeptor-Bindungsmechanismus von HBV-L zu 
postulieren. Die folgenden Aspekte müssen in dem Modell verarbeitet werden. (i) Der N-
terminale Bereich von preS1 bindet vermutlich mit den As 11-21 an sein Zielmolekül. Diese 
As sind für die Bindung an einen Rezeptor sicherlich essentiell, da aber HBVpreS/2-18myr im 
Infektionskompetitionstest nicht mehr aktiv ist68, kann vermutet werden, dass sie nicht für die 
Bindung des Peptids an den Rezeptor ausreichen, sondern die Bindung über die As 22-48 
stabilisiert werden muss. Dass der N-Terminus von HBVpreS1 für eine Rezeptorbindung in 
Frage kommt, hatten auch die Versuche mit den HBVpreS/1-108(His)6-Proteinen gezeigt. 
HBVpreS/1-108(His)6 konnte die Infektion bei einer Konzentration von 6,2 µM inhibieren. 
Dies entspricht etwa dem Konzentrationsbereich, bei dem auch das nichtmyristoylierte 
synthetische Peptid HBVpreS/2-48 eine Infektion inhibieren konnte (10 µM). Eine 
Konzentration von 6,2 µM wurde bei dem synthetischen Peptid nicht getestet. Die Tatsache, 
dass das vom C-Terminus abgeleitete Protein HBVpreS/49-108(His)6 bei einer Konzentration 





Terminus für die Rezeptorbindung. (ii) Im Falle der synthetischen, myristoylierten Peptide 
hatte man eine Verringerung der Aktivität bei zunehmender Länge des C-Terminus feststellen 
können. Die beiden längeren synthetischen myristoylierten Peptide HBVpreS/2-68myr und 
HBVpreS/2-78myr konnten die HBV-Infektion von HepaRG-Zellen deutlich schlechter 
inhibieren als das HBVpreS/2-48myr-Peptid68,73. Als eine mögliche Erklärung könnte man sich 
vorstellen, dass die As von 49-78 die für die Bindung des N-Terminus notwendigen As 
teilweise durch eine intramolekulare Interaktion maskieren. Diese Maskierung scheint jedoch 
die Rezeptorbindung nicht zu verhindern, da auch die längeren Peptide aktiv sind. Um an den 
Rezeptor zu binden, macht die Maskierung möglicherweise eine spezifische sterische 
Ausrichtung des Peptids erforderlich, die im Kontext des L-Proteins gegeben ist. (iii) 
Interessanterweise führen die Deletionen der As 43-47 und 63-67 zu einem Verlust der 
Infektiosität von rekombinanten Viren mit diesen Deletionen110sowie zum Verlust der 
inhibitorischen Aktivität des HBVpreS/1-108(His)6-Proteins (Tab. 8). Es wäre denkbar, dass 
diese Deletionen zu einem Verlust der maskierenden intramolekularen Interaktion führen, die 
vielleicht für eine Rezeptorinteraktion oder einen anderen Schritt während der Infektion 
notwendig ist. Dieser Bereich könnte zudem noch eine weitere Funktion haben. So ist 
beispielsweise eine intramolekulare Interaktion mit einer weiteren Domäne des HBV-L-
Proteins vorstellbar. Einen Hinweis darauf, dass ein solcher „crosstalk“ innerhalb des L-
Proteins stattfindet, ergibt sich aus folgender Beobachtung: (iv) obwohl die Bindung des 
Virus an die Zelle eindeutig von preS1 abhängig ist und die Rezeptorinteraktion vom N-
Terminus der preS1-Domäne vermittelt wird, können Ak, deren Epitop innerhalb der a-
Determinante der S-Domäne liegt, eine Infektion inhibieren. Auch wird das S-Protein, dessen 
immunogenes Zentrum eben diese a-Determinante ist, als Impfstoff verwendet.  
Die in Abb. 63 dargestellte Modellvorstellung der Rezeptorbindung beinhaltet eine 
Interaktion eines Teiles von preS (As 48-78) mit der a-Determinante. Ebenfalls dargestellt ist 
die Maskierung der As 11-21 durch diesen Bereich. Die Interaktion mit der a-Determinante 
könnte eine wichtige Voraussetzung dafür sein, dass die teilweise maskierte 
Rezeptorbinderegion in die sterisch richtige Konformation kommt. Der Myristoylrest könnte, 
wie hier dargestellt, ebenfalls an der Stabilisierung dieser Konformation beteiligt sein (Abb. 
63, A) oder aber auch direkt an der Rezeptorbindung teilnehmen (Abb. 63, B). Es lässt sich 
einwenden, dass man bei diesem Modell eine Kompetition durch das HBVpreS/49-108(His)6 
erwarten sollte, da es im Modell mit der a-Determinante interagiert und so mit der Ausbildung 
der postulierten Bindungskonformation des L-Proteins interferieren sollte. Möglicherweise ist 





L-Proteins möglich, sodass HBVpreS/49-108(His)6 als freies Protein die Interaktion mit der a-
Determinante nicht kompetieren kann.  
 
3. Biochemische Analyse von zellulären HBVpreS1-Bindeproteinen  
 
Obwohl in den letzten Jahren einige Bindeproteine der HBV-Oberflächenproteine identifiziert 
werden konnten (Tab. 3), gelang es bislang für keines dieser Proteine, eine Beteiligung bei 
der Aufnahme von HBV in die Zelle zu zeigen. Die in dieser Arbeit unternommenen 
Versuche, weitere HBVpreS1-Bindeptoroteine anzureichern und zu charakterisieren, führten 
nicht zur Identifizierung eines weiteren Rezeptorkandidaten. Zwei bereits beschriebene 
potentielle Rezeptorkandidaten, humanes gp180 und SCCA1, wurden im Rahmen dieser 
Arbeit untersucht. Humanes gp180 kommt als Rezeptorkandidat in Frage, da es das humane 
Gegenstück zum DHBV-Rezeptor duCPD ist. SCCA1 wurde von De Falco et al. als 
potentieller Kandidat veröffentlicht38. In biochemischen Bindungsstudien konnte keine 
 
 
Abb. 63: Modell der Bindung des HBV-L Proteins an den zellulären Rezeptor. (A) zeigt das Modell, bei 
dem der Myristoylrest in der Plasmamembran verankert ist. In (B) inseriert dieser in eine hydrophoben Tasche 
und ist direkt an der Protein/Protein-Interaktion beteiligt. Die HBVpreS/1-108-Region ist in rosa dargestellt. Die 
Zahlen stehen für die Aminosäure-Positionen innerhalb von preS1. Die Striche symbolisieren die preS1-
Interaktion mit dem Rezeptor, die intramolekularen Wechselwirkungen innerhalb der preS1-Domäne und die 





Interaktion von gp180 oder SCCA1 mit HBVpreS1 nachgewiesen werden. Ein Antiserum 
gegen gp180 war nicht in der Lage, eine Infektion von HepaRG-Zellen zu inhibieren (Daten 
wurden nicht gezeigt).  
Die bereits ausgeführten neueren Erkenntnisse über die frühen Schritte der Infektion erlauben 
einige Spekulationen, warum die hier verwendeten Methoden möglicherweise nicht geeignet 
für eine Identifizierung des Rezeptors waren. Nimmt man an, dass der erste Bindungsschritt 
von HBV über GAGs vermittelt wird, so ist der von dem myristoylierten Peptid HBVpreS/2-
48myr adressierte Rezeptor ein weiteres Molekül, das eine Rolle bei der Aufnahme spielt und 
dem sich die Bemühungen zuwenden sollten. Die Rezeptoranreicherungs- und 
Bindungsstudien in Teil E 3 wurden im Wesentlichen mit nichtmyristoyliertem HBVpreS/1-
108(His)6 durchgeführt. Die Ergebnisse aus den Kompetitionsversuchen mit den 
myristoylierten und nichtmyristoylierten HBVpreS/2-48-Peptid weisen jedoch auf eine große 
Bedeutung des Myristoylrests für die Interaktion mit dem adressierten Rezeptor hin, sei es, 
dass der Myristoylrest direkt an der Protein-Proteinbindung beteiligt ist oder für eine sterisch 
korrekte Ausrichtung von preS bei der Rezeptorbindung notwendig ist oder aber Bedeutung 
für die weitere Adressierung des Virus, hin zu Mikrodomänen innerhalb der Plasmamembran 
hat. Die beiden ersten Vermutungen lassen es notwendig erscheinen, die Bindungsstudien mit 
einem myristoylierten Peptid durchzuführen. Zwar wurde im Rahmen dieser Arbeit auch mit 
oktanoyliertem synthetischen HBVpreS/2-48oktanoyl-Peptid nach Bindungspartnern gesucht, da 
aber Gripon et al. zeigen konnten, dass kürzere und weniger hydrophobe Reste die Aktivität 
des Peptids in der Infektionskompetition verringern68, ist dieser Oktanoylrest möglicherweise 
nicht ausreichend, um die Bindung des Peptids an den Rezeptor soweit zu unterstützen, dass 
sie stark genug ist, in biochemischen Ansätzen eine Anreicherung dieses Moleküls zu 
ermöglichen.  
Betrachtet man die extrem niedrigen Konzentrationen, in denen das myristoylierte Peptid eine 
Infektion bereits vollständig inhibiert, so kann vermutet werden, dass der adressierte Rezeptor 
nur in geringen Mengen auf der Zelle vorhanden ist. Immunofluoreszensanalysen weisen 
zudem darauf hin, dass im Zuge einer Infektion nur sehr wenige Zellen tatsächlich infiziert 
werden können, also möglicherweise nur diese wenigen Zellen den gesuchten Rezeptor 
überhaupt exponieren (persönliche Mitteilung von K. Mills). Dies lässt die Chancen, den 
Rezeptor mit den hier angewandten Methoden zu identifizieren, aufgrund einer zu geringen 
Sensitivität der Methoden, marginal erscheinen. Offenbar ist die Bindungsstärke von 
nichtmyristoyliertem HBVpreS1 zu diesem Rezeptor bzw. die Expression des Rezeptors so 





humaner Leber eine Anreicherung in detektierbaren Mengen erlaubt. Es ist ohnehin fraglich, 
ob humane Leber die geeignetste Quelle für die Anreicherung des Rezeptors darstellt. Die 
unterschiedliche Herkunft der verwendeten Lebern erschwert die Reproduzierbarkeit der 
Anreicherung. Besser geeignet scheint daher die Verwendung von differenzierten HepaRG-
Zellen. Hier sind aufgrund der möglicherweise niedrigen Rezeptormengen in den Zellen, 
sensitivere Methoden notwendig. Denkbar wäre dabei die Anreicherung von metabolisch 
radioaktiv markierten, zellulären Bindeproteinen mit dem synthetischen HBVpreS/2-48myr–
Peptid oder dem myristoylierten XaGST-Fusionsprotein. Bei letzterem könnte GSH-Agarose 
als Matrix für eine Affinitätschromatographie verwendet werden. 
Prinzipiell stellt das Quervernetzen und Markieren von Bindungspartnern der HBVpreS/2-
48myr-Peptide mit Sulfo-SBED (siehe Abschnitt E 3.2) eine viel versprechende Methode für 
die Identifizierung des Rezeptors dar, da sie sehr sensitiv ist. Unter den gewählten 
Bedingungen führte sie jedoch bislang nicht zur Identifizierung eines spezifischen 
HBVpreS/2-48myr-Bindungspartners. Die Quervernetzungsreaktion wurde nach 15 min bzw. 1 
h initiiert. Die Tatsache, dass kein spezifischer Interaktionspartner entdeckt wurde, ist 
möglicherweise ein Hinweis darauf, dass die Bindung des Peptids mit einem zellulären 
Rezeptor erst nach einer Internalisierung und in bereits endozytierten Zellkompartimenten 
stattfindet. Das Experiment müsste daher unter anderen Bedingungen wiederholt werden. 
Zum einen sollte die Bindungsdauer soweit verlängert werden, dass eine Internalisierung des 
Peptids ermöglichte wird. Zum anderen lässt sich durch eine Durchführung des Experiments 
bei 4 °C testen, ob ein möglicher Bindungspartner bereits auf der Zelloberfläche vorhanden 
ist, da es bei dieser Temperatur nicht zur Internalisierung des Virus kommen sollte. Zudem 
sollten die Experimente mit einer größeren Menge an Zellen durchgeführt werden, um dem 
Unterschreiten der Detektionsgrenze der verwendeten Methode entgegen zu wirken.  
 
4. Identifizierung von intrazellulären Bindungspartnern der HBV-
Oberflächenproteine  
 
Die Tap-Tag-Aufreinigung stellt eine leistungsfähige Methode zur Identifizierung und 
Aufreinigung von Proteinbindungspartnern oder ganzen Proteinkomplexen dar. Bislang wurde 
diese Methode jedoch ausschließlich zur Identifizierung von Bindungspartnern zytosolischer 





Membranprotein-Bindungspartnern aus HepG2-Zellen etabliert werden. Eine Schwierigkeit 
bestand beispielsweise in der Wahl des richtigen Detergens. Es sollte zwar die Membranen 
der Hepatozyten solubilisieren, dabei jedoch nicht die Aktivität der Tev-Protease behindern. 
Auch musste es milde genug sein, die Proteinkomplexe nicht zu zerstören. Weiterhin mussten 
Salzbedingungen, richtige Volumina der Beads und die richtigen Parameter für die 
Aufreinigung wie z.B. Volumen und Dauer der Wasch- und Elutionsschritte gefunden 
werden, die eine spezifische Bindung an das Zielprotein erlauben, unspezifische Bindung an 
die IgG-Beads und Calmodulin-Beads jedoch möglichst reduzieren. Abb. 59 zeigt, dass unter 
den etablierten Bedingungen spezifisch Bindeproteine aufgereinigt werden konnten. Bei 
geringem Hintergrund, der jedoch reproduzierbar im Vergleich mit den Kontrollen war, 
konnten Proteine angereichert werden, die ausschließlich an HBV-L zu binden scheinen 
(Abb. 59, Spur 1). Eine interne Kontrolle für das Funktionieren der Aufreinigung stellt das 
Auftauchen der Tap-Oberflächenproteine in der jeweiligen Elution der Calmodulin-Beads dar, 
die anhand ihres apparenten Molekulargewichts im Gel und mit Hilfe von Western Blots 
identifiziert werden konnten. Leider konnte die Identität der angereicherten Bindeproteine 
nicht mehr geklärt werden, da zu diesem Zeitpunkt keine Kooperationsmöglichkeit mit einer 
Massenspektroskopie-Einrichtung bestand.  
Mit der Tap-Tag-Methode verband sich primär die Hoffnung, intrazelluläre Bindungspartner 
der Oberflächenproteine zu identifizieren, die möglicherweise für intrazelluläre Schritte einer 
Infektion von Bedeutung sind. Ob sich durch das Etablieren dieser Methode tatsächlich auch 
Proteine identifizieren lassen, die für die Aufnahme von HBV in die Zelle relevant sind, 
konnte in dieser Arbeit nicht mehr geklärt werden. Die Beobachtungen, dass das DHBV-L-
Protein im Enten-System seinen Rezeptor duCPD innerhalb der Zelle trifft18, lassen dies auch 
für HBV möglich erscheinen. Zum Zeitpunkt der Versuche stand die HepaRG-Zelllinie im 
Labor noch nicht zur Verfügung. Weiterführende Versuche, die auf die Identifizierung des 
HBV-Rezeptors zielen, sollten mit HepaRG-Zellen durchgeführt werden, da diese im 
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2. Übersicht über massenspektroskopisch nachgewiesene Peptide  
 
Tab. 13: Errechnetes und experimentell bestimmtes Molekulargewicht der Faktor Xa Verdaufragmente der 



















HBVpreS/2-48XaGSTmyr 4961,32 4962,33 av -1,01 preS/1-44 
 4784,92 4783,2 mono 1,72 preS/11-48Xa 
 4614,81 4615,98 av -1,17 preS/13-48Xa 
 4322,08 4321,63 av 0,45 preS/15-48Xa 
 3446,29 3445,60 mono 0,69 preS/23-48Xa 
 3142,20 3142,40 mono -0,20 preS/25-48Xa 
 2856,19 2856,30 mono -0,11 preS/28-48Xa 
 2768,40 2768,64 mono -0,24 preS/2-24myr 
 2558,01 2558,24 mono -0,23 preS/2-24 
HBVpreS/2-48XaGST 3141,85 3142,4 mono -0,55 preS/25-48Xa 
 2856,03 2856,3 mono -0,27 preS/28-48Xa 
 2558,01 2558,24 mono -0,23 preS/2-24 
HBVpreS/2-48XaGST∆5-9 3142,40 3143,07 mono -0,67 preS/25-48Xa 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆11-15 5332,99 5333,84 av -0,85 preS/2-48Xamyr∆11-15  
 3444,86 3445,60 mono -0,74 preS/23-48Xa 
 3141,79 3142,40 mono -0,61 preS/25-48Xa 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆17-21 5304,00 5304,88 av -0,88 preS/2-48Xamyr∆17-21 
 4962,58 4962,52 av 0,06 preS/2-48Xa(1)myr∆17-21 
 3728,71 3728,73 mono -0,02 preS/15-48Xa∆17-21 
 3142,43 3142,40 mono 0,03 preS/25-48Xa 
 2957,35 2957,38 mono -0,03 preS/27-48Xa 
 2856,30 2856,37 mono -0,07 preS/28-48Xa 




HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆23-27 5304,85 5305,87 av -1,02 preS/2-48Xamyr∆23-27 
 4023,20 4023,80 mono 0,60 preS/13-48Xa∆23-27 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆29-33 5265,62 5267,91 av -2,29 preS/2-48Xamyr∆29-33 
 3986,90 3988,37 av -1,74 preS/13-48Xa∆29-33 
 2768,62 2768,64 mono -0,02 preS/2-24myr 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆35-39 2768,65 2768,64 mono 0,01 preS/2-24myr 
 3142,30 3142,40 mono -0,10 preS/25-48Xa∆35-39 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆41-45 5310,74 5311,92 av -1,18 preS/2-48Xamyr∆41-45 
 5100,43 5101,52 av -1,09 preS/2-48Xa∆41-45 
 4688,74 4689,07 av -0,33 preS/6-48Xa∆41-45 
 4201,51 4202,59 av -1,08 preS/11-48Xa∆41-45 
 4030,46 4031,84 mono -1,38 preS/1-36 
 3735,60 3735,78 mono -0,18 preS/15-48Xa∆41-45 
 3030,48 3029,45 mono 1,03 preS/2-29 
 2862,47 2862,36 mono 0,11 preS/23-48Xa∆41-45 
 2768,58 2768,64 mono -0,06 preS/2-24myr 
 2559,41 2559,80 av -0,39 preS/2-24 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrL11R 4613,71 4613,10 mono 0,61 preS/13-48Xa 
 3444,64 3445,60 mono -0,96 preS/23-48Xa 
 3141,68 3142,40 mono -0,72 preS/25-48Xa 
 2810,86 2811,65 mono -0,79 preS/2-24myrL11R 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrG12E 4614,02 4613,10 mono 0,92 preS/13-48Xa 
 4960,32 4960,23 mono 0,09 preS/1-43G12E 
 3141,61 3142,00 mono -0,39 preS/25-48Xa 
 2839,81 2840,66 mono -0,85 preS/2-24myrG12E 
 2629,75 2629,2 mono 0,55 preS/29-48Xa(3) 
 2536,88 2537,49 mono -0,61 preS/2-22myrG12E 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrF13S 5209,80 5209,43 mono 0,37 preS/6-48XaF13S 
 4723,61 4723,16 mono 0,45 preS/11-48XaF13S 
 3444,56 3445,60 mono -1,04 preS/23-48Xa 
 3141,52 3142,40 mono -0,88 preS/25-48Xa 
 2707,83 2708,60 mono -0,77 preS/2-24myrF13S 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr F13S+F14S 5564,51 5564,93 av -0,42 preS/2-48XaF13S+F14S 
 3447,05 3447,70 av -0,65 preS/23-48Xa 
 3143,93 3142,40 mono 1,53 preS/25-48Xa 
 2648,17 2648,56 mono -0,39 preS/2-24myrF13S+F14S 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrR24G 5796,17 5796,39 av -0,22 preS/2-48XamyrR24G 
 5173,83 5173,54 av 0,29 preS/6-48XaR24G 
 4686,91 4687,06 av -0,15 preS/11-48XaR24G 
 4517,00 4516,85 av 0,15 preS/13-48XaR24G 
 4222,59 4222,50 av 0,09 preS/15-48XaR24G 
 3348,70 3348,57 av 0,13 preS/23-48XaR24G 
 3199,72 3199,48 mono 0,24 preS/24-48XaR24G 
 3142,72 3142,40 mono 0,32 preS/25-48Xa 
 2856,51 2856,25 av 0,26 preS/2-26myrR24G 
DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48 
XaGSTmyr 
3447,70 3445,60 mono 2,10 HBVpreS/23-48Xa 
 3142,24 3142,40 mono -0,16 HBVpreS/25-48Xa 
 2913,26 2913,82 mono -0,56 DHBVpreS/2-15/ 
HBVpreS/16-24myr 
WHVpreS/2-87XaGSTmyr 3896,40 3896,50 mono 0,10 WHVpreS/2-35myr 
 3221,90 3221,60 mono 0,30 WHVpreS/64-87Xa 
 
DHBVpreS/1-44XaGST 2631,61 2632,40 mono -1,52 DHBVpreS/2-24 
 2630,88 2631,40 mono -0,52 DHBVpreS/25-44 










3. Quantifizierung von XaGST-Fusionsproteinen aus dem Gel 
 
Tab. 14: Prozentuale Anteile der myristoylierten Fusionsproteine und der NMT am Gesamtprotein sowie 
resultierende Konzentrations-Korrekturfaktoren. 
 











-Verh. zu WT 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr 27,7% +/- 5 29,4% +/- 5,5 0,277 +/- 0,05 1 
HBVpreS/2-48XaGST 66,1% +/- 4,4 0 0,661 +/- 0,04 2,8 
HBVpreS/2-48XaGST∆5-9 8,4% 29,8% 0,084 0,4 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆11-15 53,2% 14,7% 0,532 2,2 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆17-21 45% 3,5% 0,45 1,9 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆23-27 33,5% 11,6% 0,335 1,4 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆29-33 27,1% 18,1% 0,271 1,1 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆35-39 28,9% 23,5% 0,289 1,2 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr∆41-45 38,8% 3,4% 0,388 1,6 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrL11R 29% 12,6% 0,29 0,9 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrG12E 25,3% 12,2% 0,253 0,8 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrF13S 21,5% 6,7% 0,215 0,7 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrFF13/14SS 75,1% 6,1% 0,751 2,4 
DHBVpreS/2-15/ 
HBVpreS/16-48XaGSTmyr 
39,3% 0 0,393 1,3 
DHBVpreS/1-44XaGST 62,8% 0 0,628 2 
 
4. Experimentelle HBsAg- und HBeAg-Werte 
 
Tab. 15: Sekretiertes HBsAg aus Infektionsinhibitionstest mit C-terinalen Deletionsmutanten  
von HBVpreS/2-48XaGSTmyr, DHBVpreS/2-15/HBVpreS/16-48XaGSTmyr und  
WHVpreS/2-87XaGSTmyr. 










HBVpreS/2-48XaGSTmyr 0 nM 0 nM 18,29 1,09 
 10 nM 2,8nM 16,36 3,63 
 40 nM 11,1 nM 4,73 0,26 
 160 nM 44,3 nM 3,01 0,07 
 640 nM 177,3 nM 3,17 0,25 
HBVpreS/2-48XaGST 0 nM 0 nM 25,49 2,16 
 10 nM 6,6 nM 25,88 1,73 
 40 nM 26,4 nM 22,03 0,06 
 160 nM 105,8 nM 23,45 5,79 
 640 nM 423 nM 28,28 2,61 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆29-33 0 nM 0 nM 21,046 1,12 
 10 nM 2,7 nM 22,84 2,56 
 40 nM 10,8 nM 21,09 1,93 
 160 nM 3,4 nM 17,8 0,7 
 640 nM 173,4 nM 9,52 0,68 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆35-39 0 nM 0 nM 25,51 1,91 
 10 nM 2,9 nM 26,45 1,39 
 40 nM 11,6 nM 17,32 2,1 
 160 nM 46,2 nM 11,18 1,76 
 640 nM 184,96 nM 4,47 0,1 
DHBVpreS/2-15/ 
HBVpreS/16-48XaGSTmyr 
0 nM 0 nM 18,45 3,6 
 10 nM 3,9 nM 15,79 2,82 
 160 nM 62,9 nM 20,57 2,4 
 640 nM 251,5 nM 38,17 0,44 




 10 nM 6,3 nM 20,49 3,28 
 40 nM 15,7 nM 16,93 1,63 
 160 nM 62,9 nM 19,78 3,63 
 640 nM 251,5 nM 21,35 0,04 
WHVpreS/2-87XaGSTmyr 0 nM 0 nM 20,57 3,78 
 420 nM 20 nM 21,19 6,76 
 1,6 µM 77 nM 24,74 2,29 
 6,73 µM 323 nM 16,31 2,31 
 26,95 µM 1294 nM 19,88 1,64 
 
 
Tab. 16: Sekretiertes HBsAg aus Infektionsinhibitionstest mit N-terminalen  








HBVpreS/2-48XaGSTmyr WT 0 nM 0 nM 9,89 
 25 nM 6,9 nM 4,67 
 50 nM 13,9 nM 2,54 
 100 nM 27,7 nM 1,13 
 500 nM 138,5 nM 0,44 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆11-15 0 nM 0 nM 98,09 
 25 nM 13,3 nM 118,97 
 50 nM 26,6 nM 115,45 
 100 nM 53,2 nM 115,04 
 500 nM 266 nM 118,04 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆17-21 0 nM 0 nM 98,68 
 25 nM 11,25 nM 115,36 
 50 nM 22,5 nM 115,64 
 100 nM 45 nM 114,22 
 500 nM 225 nM 86,86 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆23-27 0 nM 0 nM 92,66 
 25 nM 8,4 nM 82,64 
 50 nM 16,8 nM 84,6 
 100 nM 33,5 nM 75,04 
 500 nM 167,5 nM 29,37 
 
Tab. 17: Sekretiertes HBeAg aus Infektionsinhibitionstest mit N-terminalen  








HBVpreS/2-48XaGSTmyr 0 nM 0 nM 9,89 
 25 nM 6,9 nM 4,67 
 50 nM 13,9 nM 2,54 
 100 nM 27,7 nM 1,13 
 500 nM 138,5 nM 0,44 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆11-15 0 nM 0 nM 9,49 
 25 nM 13,3 nM 11,81 
 50 nM 26,6 nM 10,89 
 100 nM 53,2 nM 11,83 
 500 nM 266 nM 11,76 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆17-21 0 nM 0 nM 10,35 
 25 nM 11,25 nM 12,29 
 50 nM 22,5 nM 11,58 
 100 nM 45 nM 12,58 
 500 nM 225 nM 7,72 
HBVpreS/2-48XaGSTmyr ∆23-27 0 nM 0 nM 8,12 
 25 nM 8,4 nM 8,37 
 50 nM 16,8 nM 8,02 
 100 nM 33,5 nM 6,47 














HBVpreS/2-48XaGSTmyr 0 nM 0 nM 110,04 
 25 nM 6,9 nM 54,03 
 50 nM 13,9 nM 32,95 
 100 nM 27,7 nM 16,73 
 500 nM 138,5 nM 6,46 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrL11R 0 nM 0 nM 135,33 
 25 nM 7,3 nM 133,4 
 50 nM 14,5 nM 141,9 
 100 nM 29 nM 126 
 500 nM 145 nM 82,8 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrG12E 0 nM 0 nM 99,87 
 25 nM 6,3 nM 121,88 
 50 nM 12,7 nM 108,3 
 100 nM 25,3 nM 122,04 
 500 nM 126,5 nM 90,35 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrF13S 0 nM 0 nM 115,08 
 25 nM 5,4 nM 125,93 
 50 nM 10,75 nM 144,27 
 100 nM 21,5 nM 135,48 
 500 nM 107,5 nM 122,96 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrF13S+F14S 0 nM 0 nM 99,8 
 25 nM 18,8 nM 98,17 
 50 nM 37,6 nM 101,69 
 100 nM 75,1 nM 93,82 
 500 nM 375 nM 51,39 
 
Tab. 19: Sekretiertes HBeAg aus Infektionsinhibitionstest mit Austauschmutanten 








HBVpreS/2-48XaGSTmyr 0 nM 0 nM 9,89 
 25 nM 6,9 nM 4,67 
 50 nM 13,9 nM 2,54 
 100 nM 27,7 nM 1,13 
 500 nM 138,5 nM 0,44 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrL11R 0 nM 0 nM 14,29 
 25 nM 7,3 nM 12,66 
 50 nM 14,5 nM 13,25 
 100 nM 29 nM 11,2 
 500 nM 145 nM 5,43 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrG12E 0 nM 0 nM 13,64 
 25 nM 6,3 nM 15,13 
 50 nM 12,7 nM 14,29 
 100 nM 25,3 nM 17,72 
 500 nM 126,5 nM 10,21 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrF13S 0 nM 0 nM 14,32 
 25 nM 5,4 nM 17,26 
 50 nM 10,75 nM 17,13 
 100 nM 21,5 nM 17,67 
 500 nM 107,5 nM 17,49 
HBVpreS/2-48XaGSTmyrF13S+F14S 0 nM 0 nM 12,35 
 25 nM 18,8 nM 12,73 
 50 nM 37,6 nM 11,88 
 100 nM 75,1 nM 12,29 








6.1 Klonierung der HBVpreS/1-108(His)6-Mutanten 
Für die Klonierung von HBVpreS/1-108(His)6 wurden zunächst PCR-Fragmente von 
HBVpreS/1-108 mit den entsprechenden internen Deletionen hergestellt, die am 5`Ende die 
BglII und am 3`Ende die HindIII Restriktionsenzym Erkennungssequenz trugen. Als Matrize 
für die Deletionen konnten schon vorhandene Konstrukte mit den entsprechenden internen 
Deletionen verwendet werden. Die PCR-Fragmente wurden mit den entsprechenden 
Restriktionsenzymen verdaut und in den mit den Restriktionsenzymen BamHI und HindIII 
geöffneten pQE40-Vektor (Quiagen) ligiert. Die Restriktionsenzymen BglII und BamHI 
 
 
Abb. 64: Aminosäuresequenz des Tap-Tags. Das N-terminal gelegene Calmodulin-Bindepeptid (rot) wird 
durch eine Spacersequenz (grau) von der ProtA-IgG-Bindedomäne (grün) getrennt. Innerhalb der Spacersequenz 
wurde eine Erkennungssequenz für die TEV-Protease eingebaut (blau). Nach der Spaltung des Tags mit TEV-
Protease, bleibt das 5,6 kDa große Calmodulin-Bindepeptid mit dem Zielprotein verbunden. CBP: Calmodulin-




generieren kompatible klebrige Enden. Nach einer Ligation dieser Schnittstellen gingen 
jedoch beide Erkennungssequenzen verloren. Der pQE40-Vektor fügt HBVpreS/1-108 N-
terminal die As MRGSHHHHHHGS an, über die exprimierte Proteine aufgereinigt werden 
können. Die folgenden Primer und Matrizen-Plasmide wurden für die Herstellung der PCRs 
verwendet. ∆3-7: Als Matrize wurde der Vektor pSV12SXHupreS∆3-7 und das 
Oligonucleotid HupreS1d3-7uni (12) für die Hinreaktion, das Oligonucleotid 
HupreS1HindIIIrev (30) verwendet. ∆3-7/∆42-47: Als Matrize wurde der Vektor 
pSV12SXHupreS∆43-47 und das Oligonucleotid HupreS1d3-7uni (12) für die Hinreaktion, 
das Oligonucleotid HupreS1HIIIrev (30) verwendet. Als Matrizen für die Herstellung der 
PCR-Fragmente der Deletionsmutanten ∆23-27, ∆43-47, ∆63-67 und ∆83-87 wurden die 
Plasmide pSV12SXHupreS∆23-27, pSV12SXHupreS∆43-47, pSV12SXHupreS∆63-67 und, 
pSV12SXHupreS∆83-87 verwendet. Die Fragmente wurden jeweils mit dem Oligonucleotid 
HupreS1BgIIIuni für die Hinreaktion und dem Oligonucleotid HupreS1HindIIIrev für die 
Rückreaktion hergestellt.  
Für die Klonierung der N-terminal verkürzten Mutanten wurde als Ausgangsplasmid der 
Vektor pQE40HupreS1/2 verwendet. Für die Konstrukte HBVpreS/1-108(His)6 9-108, 
HBVpreS/1-108(His)6 19-108, HBVpreS/1-108(His)6 29-108, HBVpreS/1-108(His)6 39-108 
und HBVpreS/1-108(His)6 49-108 wurde jeweils das entsprechende Oligonucleotid 
HupreS1BglII9uni, HupreS1BglII19uni, HupreS1BglII29uni, HupreS1BglII39uni und 
HupreS1BglII49uni für die Hinreaktion und das Oligonucleotid HupreS1HindIIIrev für die 
Rückreaktion verwendet. Die geschnittenen PCR-Fragmente wurden ebenfalls in den 
geöffneten pQE40-Vektor ligiert. Alle Konstrukte wurden sequenziert und kontrolliert  
Die neuen Vektoren wurden für die Expression der Proteine in M15pRep4-Bakterien 
transformiert. Diese enthielten bereits das pRep4-Plasmid, das den Repressor für das Lac-
Operons liefert und das über ein Kanamycin-Resistenzgen selektioniert wurde. Da der 
pQE40-Vektor das Resistenzgen Ampicillin enthält, konnten Bakterien mit beiden Plasmiden 
über Kanamycin und Ampicillin selektioniert werden.  
 
6.2 Klonierung von HBVpreS/2-48XaGST und Varianten 
Zunächst wurde das 837 Basenpaare lange Fragment HBVpreS/1-48Xa mit Hilfe einer PCR 
hergestellt. Dabei wurde für das 5`Ende das Oligonucleotid HupreS1BgIIIuni verwendet, 
durch das dem Fragment eine BglII-Schnittstelle angehängt wird. Für das 3`Ende wurde das 
Oligonucleotid HupreS48XaEcoRIrev verwendet. Dieses hängt der HBVpreS1-Sequenz am 




für die Endoprotease Faktor Xa bilden. Am äußersten 3´Ende führte dieses Oligonucleotid 
eine EcoRI Schnittstelle ein. Als Matrize diente die HBVpreS1-Sequenz des Genotyps D. Das 
entstandene Fragment wurde nach einem BglII/EcoRI Verdau in den mit den gleichen 
Enzymen geöffneten pVL1392 Baculovirus-Expressionsvektor ligiert, sodass daraus der 
Vektor pVLHBVpreS/1-48Xa resultierte. Die GST-Sequenz wurde aus dem Vektor pGEX2T 
(Amersham-Pharmacia) mit einer PCR, unter Verwendung der Oligonucleotide 
GSTEcoR1uni und GSTBamH1rev und einer Blunt ends generierenden Polymerase, 
amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde mit EcoRI verdaut und hinter die Faktor Xa 
Erkennungssequenz in den pVL HBVpreS/1-48Xa-Vektor, der zuvor mit EcoRI und SmaI 
geöffnet worden war, eingefügt. Die resultierende HBVpreS/1-48XaGST-Sequenz wurde in 
einer PCR mit den Oligonucleotiden HupreSNdeIuni und GST-KpnIrev amplifiziert. Durch 
die Oligonucleotide wurde die 5`Restriktionsschnittstelle NdeI und die 3` 
Restriktionsschnittstelle KpnI eingeführt, sodass die NdeI-Schnittstelle für das Methionin 
kodiert und die folgende HBVpreS/1-48XaGST Sequenz im gleichen Leserahmen folgt.  
Dieses Fragment wurde mit den beiden Enzymen verdaut und in den Vektor pBB132, der 
zuvor ebenfalls mit NdeI und KpnI geöffnet worden war, ligiert (Klonierung siehe199. Die 
Deletionen ∆5-9 und ∆11-15 wurden über eine PCR mit den Oligonucleotide HupreS1d5-
9uniNde und GST-KpnIrev bzw. mit HupreS1d11-15uniNde und GST-KpnIrev eingeführt. 
Alle anderen Fusionsproteinmutanten wurden mit Hilfe einer überlappenden PCR generiert. 
Dafür wurde, neben den flankierenden Oligonucleotiden  HupreSNdeIuni und GST-KpnIrev, 
jeweils ein Oligonucleotidpaar konstruiert, das den zu mutierenden Bereich komplementär 
überdeckt. Dann wurden jeweils eine PCR mit dem HupreSNdeIuni-Oligonucleotid für die 
Hinreaktion und dem korrespondierenden Rück-Oligonucleotid, das die Mutation enthielt 
sowie mit dem mutierten Hin-Oligonucleotid und dem GST-KpnIrev Rück-Oligonucleotid 
gemacht. Die beiden resultierenden PCR-Fragmente wurden aufgereinigt und als Matrize in 
einer dritten PCR mit den Oligonucleotiden HupreSNdeIuni und GST-KpnIrev verwendet. 
Das entstandene Fragment enthielt dann die jeweilige Mutation, die durch das überlappende 
Oligonucleotidpaar eingeführt worden war. Dieses PCR-Fragment wurde dann mit NdeI und 
KpnI verdaut und in den geöffneten pBB132-Vektor ligiert. Neben den flankierenden 
Oligonucleotiden wurden folgende überlappende Oligonucleotide verwendet: für HBVpreS/2-
48XaGST ∆17-21 die Oligonucleotide HupreS1d17-21uni und HupreS1d17-21rev, für 
HBVpreS/2-48XaGST ∆23-27 die Oligonucleotide HBVpreSd23-27uni und HBVpreSd23-
27rev, für HBVpreS/2-48XaGST ∆29-33 die Oligonucleotide HupreS1d29-33rev und 




39uni und HupreS1d35-39rev, für HBVpreS/2-48XaGST ∆41-45 die Oligonucleotide 
HupreS1d41-45rev und HupreS1d4-8uniNde, für HBVpreS/2-48XaGST L11R die 
Oligonucleotide HBVpreS/L11toR/uni und HBVpreS/L11toR/rev, HBVpreS/2-48XaGST 
G12E die Oligonucleotide HBVpreS/G12toE/uni und HBVpreS/G12toE/rev, für HBVpreS/2-
48XaGST F13S die Oligonucleotide HBVpreS/F13toS/uni und HBVpreS/F13toS/rev, für 
HBVpreS/2-48XaGST F13S +F14S die Oligonucleotide HBVpreS/F13F14toS/uni und 
HBVpreS/F13F14toS/rev und für HBVpreS/2-48XaGST R14G die Oligonucleotide 
HBVpreS/R24toG/uni und HBVpreS/R24toG/rev. Für die Herstellung des DHBVpreS1-
15/HBVpreS16-48XaGST Fragments wurden die flankierenden Oligonucleotide 
depreSnde1uni und GST-KpnIrev verwendet. Die beiden komplementären Oligonucleotide 
bestanden aus der Sequenz, die für die As 11-15 des DHBVpreS kodiert, gefolgt von der 
Sequenz, die für die As 16-20 des HBVpreS1 kodiert (DepreS/hupreSuni und 
HupreS/depreSrev). Die erste PCR wurde mit den Oligonucleotiden depreSnde1uni und 
HupreS/depreSrev durchgeführt, als Matrize diente der Vektor pCD0. Er enthält eine 
übergenomlange Kopie des DHBV-Genoms. Für die zweite PCR wurden die Oligonucleotide 
DepreS/hupreSuni und GST-KpnIrev verwendet. Die beiden aufgereinigten PCRs wurden als 
Matrize für die dritte PCR mit den Oligonucleotiden depreSnde1uni und GST-KpnIrev. Um 
ein DHBVpreS/1-44XaGST herzustellen wurden zwei komplementäre Oligonucleotide 
konstruiert, die den Übergang der letzten sechs DHBVpreS-Aminosäuren sowie die As der 
Faktor Xa Erkennungssequenz und zwei GST-Aminosäuren überdecken (DpreS39-44Xa und 
XaDepreS44-38). Die erste PCR wurde mit den Oligonucleotiden depreSnde1uni und 
XaDepreS44-38, die zweite PCR mit den Oligonucleotiden DpreS39-44Xa und GST-KpnIrev. 
Als Matrize diente wiederum der pCD0-Vektor. Diese beiden PCR-Fragmente dienten als 
Matrize für die dritte PCR mit den Oligonucleotiden depreSnde1uni und GST-KpnIrev. Nach 
demselben Prinzip wurde auch das WHVpreS1-87XaGST-Konstrukt mit den flankierenden 
Oligonucleotiden WHVpreS1NdeIuni und GST-KpnIrev hergestellt. Die komplementären 
Oligonucleotide wurden so konstruiert, dass sie die As 82-87 von WHVpreS sowie die As der 
Faktor Xa Erkennungssequenz und zwei GST-Aminosäuren überdeckten (WHV87XaGSTuni 
und GSTXaWHV87rev). Die erste PCR wurde mit den Oligonucleotiden WHVpreS1NdeIuni 
und GSTXaWHV87rev, die zweite PCR mit den Oligonucleotiden WHV87XaGSTuni und 
GST-KpnIrev. Die resultierenden Fragmente dienten als Matrize für die dritte PCR mit den 
Oligonucleotiden WHVpreS1NdeIuni und GST-KpnIrev. Alle Konstrukte wurden mit einem 
Sequenzieroligonucleotid (GSTseq.rev) beginnend im GST, Strom aufwärts lesend 




pBB132 ligiert. Für die Expression der der Proteine wurden die pBB132-Vektoren die für die 
verschiedenen GST-Fusionsproteine kodierten zusammen mit dem NMT-Expressionsvektor 
pBB131 in DH5α E. coli-Bakterien transformiert und doppeltransformierte Bakterien über 
Ampicillin und Kanamycin Antibiotikum selektioniert.  
 
6.3 Klonierungsstrategie für die Herstellung rekombinanter Adenoviren 
 
6.3.1 Subklonierung der HBV und DHBV L und S Proteine in den pcDNA3.1/Zeo(-)-CTap-
Vektor 
Die DHBV und HBV-Oberflächenproteine L und S wurden zunächst in den Vektor 
pcDNA3.1/Zeo(-)-CTap kloniert. Dieser 5553 basenpaare große Vektor ist ein Säugetier 
Expressionsvektor dessen Transgen unter CMV-Promoter Kontrolle steht und über ein 
Ampicillin-Resistenzgen in Bakterien selektiert werden kann und über Zeocin in 
Säugerzellen. Dieser enthielt bereits die kodierende Sequenz für den Tap-Tag, der über die 
Schnittstellen BamHI und HindIII in die multiple Klonierungssequenz eingefügt wurde. Die 
kodierenden Sequenzen für die HBVund DHBV-Oberflächenproteine L und S wurden in 
einer PCR amplifiziert. Sowohl das Hin- als auch das Rück-Oligonucleotid enthielt die 
Erkennungssequenzen für das Restriktionsenzym BglII. Die Sequenz des HBV-L-Proteins 
wurde mit den Oligonucleotiden HupreS1BglIIuni und HuSBglIIrev-nostop aus dem Vektor 
pAdhuLWT (109) amplifiziert, die Sequenz des HBV-L-∆23-27-Proteins mit denselben 
Oligonucleotiden aber aus dem Vektor pAdhu∆23-27 (112), die Sequenz des HBV-S-Proteins 
mit den Oligonucleotiden HuSBglIIuni und HuSBglIIrev-nostop aus dem Vektor pAdhuLWT 
(109), die Sequenz des DHBV-L-Proteins mit den Oligonucleotiden DpreSBglIIuni und 
DSBglIIrev-nostop aus dem Vektor pCD0 und die Sequenz für das DHBV-S-Protein mit den 
Oligonucleotiden DSBglIIuni und DSBglIIrev-nostop aus dem Vektor pCD0. Die PCR-
Produkte wurden mit BglII verdaut und in den mit BamHI geöffneten pcDNA3.1/Zeo(-)-
CTap ligiert. Da die PCR-Produkte mit Rück-Oligonucleotiden ohne Stopcodons hergestellt 
wurde und die BamHI Schnittstelle Strom aufwärts der kodierenden Sequenz des Tap-Tags 
liegt, werden die Oberflächenproteinen als Fusionsproteine mit C-terminalen Tap-Tag 
exprimiert. Die Orientierung der Konstrukte wurde mit Hilfe einer Restriktionsanalyse 





6.3.2 Subklonierung der HBV und DHBV-L und S- Proteine in den pAdTrack-CMV-Vektor 
Um die HBV und DHBV L und S-Oberflächenproteine mit C-terminalem Tap-Tag in den 
pAdTrack-CMV-Vektor zu transferieren, wurden die jeweiligen Fragmente aus den DNA- 
Midipräparationen in ausreichenden Mengen aus dem pcDNA3.1-Vektoren ausgeschnitten 
und in den geöffneten pAdTrack-CMV-Vektor ligiert. Die Fragmente HuL-Tap, HuL-Tap 
∆23-27 und HuS-Tap wurden mit den Restriktionsenzymen HindIII und NotI aus den 
jeweiligen Vektoren ausgeschnitten und in den mit den gleichen Enzymen geöffneten Vektor 
ligiert. Die Fragmente DuL-Tap und DuS-Tap wurden mit den Restriktionsenzymen PmeI 
und NotI ausgeschnitten. Anschließend wurden die überhängenden DNA-Enden aus dem NotI 
Verdau mit Hilfe des Klenow-Fragments aufgefüllt. Die so erhalten Fragmente ohne 
überhängende Enden konnten nun in den mit EcoRV geöffneten pAdTrack-CMV-Vektor 
ligiert werden. Dieser wurde zuvor mit einer alkalischen Phosphatase (Calf Intestine 
Phosphatase, CIP) dephosphoryliert um eine Religation des Vektors zu verhindern. Die 
richtige Orientierung der Fragmente im Vektor wurde über Restriktionsanalysen sichergestellt 
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